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Mezenchymální kmenové buňky (MSC) jsou definované jako multipotentní buňky 
negativní pro znaky hematopoetických kmenových buněk. Na imunosupresivních vlastnostech 
MSC je založena buněčná terapie oboru transplantací a autoimunitních onemocnění. Pacientům 
bývají současně s MSC podávány imunosupresivní látky. Neví se však, jak imunosupresivní 
látky ovlivňují imunomodulační mechanismy MSC.  
Cílem práce bylo testovat vliv nejčastěji využívaných imunosupresivních látek 
cyklosporin A, mykofenolát mofetil, rapamycin, dexametazon a prednizon na přežívání a 
fenotyp myších a lidských MSC. Po krátkodobé kultivaci imunosupresivní látky různě ovlivňují 
metabolickou aktivitu, přežívání a expresi významných molekul pro imunosupresi MSC. 
Většina imunosupresivních látek měla inhibiční efekt na studované parametry myších MSC a 
pouze cyklosporin A fenotyp a přežívání myších MSC neměnil. Naopak u lidských MSC 
cyklosporin A, mykofenolát mofetil a rapamycin zvyšují expresi TSG-6, PD-L1 a TGF-β, a 
tedy jejich schopnost inhibovat proliferaci a efektorové funkce lymfocytů, inhibovat maturaci 
dendritických buněk a podpořit vznik tolerogenního fenotypu makrofágů. Glukokortikoidy sice 
podporují přežívání a expresi Fas-L lidskými MSC, ale snižují expresi řady molekul 
uplatňujících se při imunosupresi. Vhodnou kombinací imunosupresivních látek s lidskými 
MSC pro terapeutické účely by proto mohl být cyklosporin A, mykofenolát mofetil a 
rapamycin. 
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Mesenchymal stem cells (MSC) defined as multipotent, nonhematopoietic stem cells 
have been shown to possess various immunosuppressive properties. Thus they can be used to 
attenuate transplant rejection and also for treatment of autoimmune diseases. But 
simultaneously with MSC patients take immunosuppressive drugs and there is no evidence how 
this medication affect MSC.  
The goal of this study is to elucidate how frequently used immunosuppressive drugs 
cyclosporineA, mycophenolate mofetil, rapamycin, dexamethasone and prednisone influence 
immune-related parameters of mice and human MSC. Here we show that MSC from various 
sources are affected differentialy after short-term exposure of the tested immunosuppressants. 
Only cyclosporine A does not change immune-related parameters of mice MSC in the 
comparison to other immunosuppressants. However, cyclosporine A, mycophenolate mofetil 
and rapamycin enhance human MSC expression of TSG-6, PD-L1 and TGF-β which are 
involved in inhibition of lymphocyte proliferation and effector function, inhibition of dendritic 
cell maturation and in support of tolerogenic phenotype of macrophages. Although 
glucocorticoid drugs promote survival of human MSC and expression of Fas-L they reduce 
expression of molecules that mediate immunosuppression. In this respect, the best candidates 
for therapy using MSCs in the combination with immunosuppressive drugs are cyclosporineA, 
mycophenolate and rapamycin. 
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Seznam použitých zkratek 
AMPK AMP activated protein kinase, AMP aktivovaná protein kináza 
APC allophycocyanine, alofykocyanin 
CD cluster of differentiation, diferenciačni antigen 
COX-2 cyclooxygenesis 2, cyklooxygenáza 2 
CsA cyclosporine A, cyklosporin A 
DC dendritic cell, dendritická buňka 
Dex dexamethasone, dexametazon 
DMEM Dulbecco´s modified Eagle´s medium,  
DNA deoxyribonucleid acid, deoxyribonukleová kyselina 
ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 
FasL Fas ligand 
FGF fibroblast growth factor, růstový faktor fibroblastů 
FITC fluorescein isothiocyanate, fluorescein isothiokianát 
FKBP FK506 binding protein, FK506 vázající protein 
GAPDH glyceraldehyd-3-phosphate dehydrogenase, glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza 
GR glucocorticoid receptor, glukokortikoidový receptor 
GvHD graft versus host disease, reakce štěpu proti hostiteli 
hAT MSC human adipose tissue mesenchymal stem cell, lidské MSC izolované z tukové tkáně 
hBM MSC human bone marrow mesenchymal stem cell, lidské MSC izolované z kostní dřeně 
HSC hematopoietic stem cell, hematopoetické kmenové buňky 
HGF hepatocyte growth factor, růstový faktor hepatocytů  
HLA human leukocyte antigen, lidský leukocytární antigen  
HO hem oxygenesis, hem oxygenáza 
Hsp heat shock protein, protein teplotního šoku 
ICAM-1 intracellular adhesive molecule-1, mezibuněčná adhezivní molekula-1 
IDO indolamin 2,3-dioxygenáza 
IFN-γ interferon γ 
IL interleukin 
IMPDH inosine-5´-monophosphate dehydrogenace, inozin-5´-monofosfát dehydrogenáza 
IRF interferon regulatory factor, regulační faktor interferonu  
KGF keratinocyte growth factor, růstový faktor keratinocytů 
MAPK mitogen activated protein kinases, mitogenem aktivované protein kinázy 
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MCP-1 monocyte chemotactic protein-1, chemotaktický protein monocytů 1 
αMEM Minimum Essential Medium 
MHC I Major histocompatibility complex class I, molekula hlavniho histokompatibilního 
komplexu třídy I 
MLR mixed lymphocyte reaction, smíšená lymfocytární reakce 
MMF mykofenolát mofetil 
MSC mesenchymal stem cells, mezenchymálni kmenové buňky 
NFAT nuclear factor of activated T-cells, nuklearni faktor aktivovanych T buněk 
NF-κB nuclear factor kappa B, nukleární faktor kappa B 
NK natural killer, přirození zabíječi 
PBS phosphate buffered saline, fosfátový pufr 
PCR polymerase chain reaction, polymerázová řetězcová reakce 
PD-L1 programmed death ligand 1, ligand programované buněčné smrti 1 
PE phycoerythrin, fykoerytrin 
PGE2 prostaglandine E2, prostaglandin E2 
Pre prednisone, prednizon 
Rapa rapamycin 
RNA ribonucleic acid, ribonukleová kyselina 
SEM standard error of mean, střední chyba průměru 
TGF-β transforming growth factor β, transformující růstovy faktor β 
Th T helper cell, pomocné T buňky 
TLR toll-like receptor 
TNF-α tumor necrosis factor α, faktor nekrotizující nádory α 
Treg regulatory T-cell, T regulační buňky 
ULK1 unc-51 like kinase 1, unc-51 like kináza 1  
VCAM vascular cell adhesion molekule, adhezivni molekula buněk cév 





Mezenchymální kmenové buňky (MSC) jsou definovány jako multipotentní buňky se 
schopností sebeobnovy a diferenciace do pojivových tkání (adipogenní, osteogenní a 
chondrogenní), jsou adherentní k plastu během kultivace a exprimují povrchové markery klastr 
diferenciace (cluster of diferentiation, CD) 105, CD73 a CD90, CD44. Zároveň jsou negativní 
pro markery hematopoetických a endoteliálních buněk: CD45, CD34, CD31, CD11b  
(Dominici et al., 2006).  
MSC je možné izolovat téměř ze všech tkání, nejčastěji se k izolaci využívá tuková tkáň 
a kostní dřeň (Taha and Hedayati, 2010).  
 1.2 Využití MSC v klinických studiích  
Podle databáze klinických studií https://clinicaltrials.gov jsou MSC využívány ve více 
než 474 studiích. Většina z nich využívá imunomodulační efekt MSC s cílem navodit toleranci 
transplantátu. Dále jsou MSC používány v klinických studiích léčby autoimunitních 
onemocnění.  
Pro léčbu jsou využívány autologní i allogenní MSC. Bylo prokázáno, že podání MSC 
nezávisle na shodě v lidských leukocytárních antigenech (human leukocyte antigen, HLA) má 
srovnatelný efekt a je pro pacienty bezpečné. Navíc MSC využívané při transplantacích 
prodloužily přežívání transplantátu (Le Blanc et al., 2008; Mudrabettu et al., 2015; Ra et al., 
2011; Reinders et al., 2013). Allogenní hBM MSC jsou připravovány jako terapeutikum firmou 
Osiris pod názvem Prochymal® (http://osiris.com/OLD/clinical_prochymal.php). Obdobně 
jsou připravovány buňky JR-031-301 firmou JCR Pharmaceuticals Co. Ltd. (Ashiya, Japan) a 
jsou určeny pro léčbu reakce štěpu proti hostiteli (graft-versus-host disease, GvHD). 
1.2.1 Transplantace 
Pro zabránění rejekce transplantátu jsou pacientům tradičně podávány imunosupresivní 
látky (viz tabulka 1), které ale mají mnoho nežádoucích vedlejších účinků (López et al., 2006). 
Studie na zvířecích modelech in vitro, in vivo a nyní i klinické studie ukazují, že MSC snižují 
míru proliferace lymfocytů při smíšené lymfocytární reakci (mixed lymphocyte reaction, MLR) 
(Bartholomew et al., 2002), mají schopnost podpořit přežívání transplantátu a omezit GvHD 
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(Auletta et al., 2015; Wan et al., 2008). Díky imunosupresivním vlastnostem MSC je možné 
snížit dávky imunosupresivních látek.  Na rozdíl od zvířecích modelů (Wan et al., 2008) je 
riskantní imunosupresivní látky pacientům po transplatnaci nepodávat vůbec. Existuje řada 
klinických studií transplantací, kdy jsou aplikovány MSC v kombinaci s imunosupresivními 
látkami (Mudrabettu et al., 2015). Avšak není známo, jaký vliv mají imunosupresivní látky na 
imunomodulační vlastnosti MSC. V někteých studiích léčby akutní GvHD, kdy byli pacienti 
rezistentní k imunosupresivním látkám, nebyli jedinci léčeni imunosupresivními látkami 
v době podání MSC (Muroi et al., 2015).  
Z počátku bylo využití MSC při transplantacích studováno na zvířecích modelech, jako 
např. krysí model transplantace jater, transplantace kůže u paviána a další (Bartholomew et al., 
2002; Wan et al., 2008). Klinické studie využívající MSC nejčastěji při transplantacích ledvin, 
jater a pro léčbu GvHD jsou nyní na úrovni pilotních studií, ale i ve fázi 1 až 3 (viz tabulka 1) 
(Mudrabettu et al., 2015; Reinders et al., 2013).  
Typické je intravenózní podání MSC, v některých případech kotransplantace MSC 
s hematopoetickými kmenovými buňkami (hematopoetic stem cell, HSC) je praktikováno 
intraoseální podání (viz tabulka 1). MSC bývají podávány ve více dávkách, např. 1 den před 
transplantací a 30 dnů po transplantaci (Mudrabettu et al., 2015). V rámci jiné studie byly MSC 
podány 6 měsíců po transplantaci ve dvou dávkách s rozestupem sedmi dnů v případě známek 
odhojování (Reinders et al., 2013). V jiných studiích bylo podáno až 12 infuzí MSC (Muroi et 
al., 2015). 
Také bylo studováno imunomodulační působení MSC na imunitní systém. Bylo 
zjištěno, že pacienti, kterým byly podávány MSC, měli sníženou proliferaci CD4+ T buněk 
v porovnání s pacienty, kterým MSC nebyly podány. Od 30 dnů po transplantaci byl pozorován 
u pacientů léčených MSC procentuální nárůst populace regulačních T buněk (Treg) 
(Mudrabettu et al., 2015). V jiných studiích naopak tento efekt zaznamenán nebyl, ale došlo ke 
snížení proliferace lymfocytů příjemce transplantátu v MLR s lymfocyty dárce (Reinders et al., 
2013).  
Zároveň byli pacienti léčeni imunosupresivními látkami, ale jejich vliv na 




Tabulka 1 klinické studie využívající imunomodulačních vlastností mezenchymálních kmenových buněk při transplantacích. Současně jsou 
podávány imunosupresivní látky; Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), prednizon (Pre), hematopoetické kmenové buňky (HSC), 





































































































(Le Blanc et 
al., 2008) 


















1.2.2  Autoimunitní onemocnění 
MSC jsou využívány také pro léčbu autoimunitních onemocnění v klinických studiích 
fáze 1 a 2 (viz tabulka 2).  
 
Tabulka 2 Příklad klinických studií autoimunitních onemocnění, které využívají MSC. Zároveň jsou pacientům podávány imunosupresivní látky. 


















































1.3 Imunomodulační mechanismy MSC 
MSC mají kromě schopnosti diferenciace do buněčných typů mezodermu řadu 
imunoregulačních vlastností. Interagují s buňkami imunitního systému prostřednictvím 
solubilních a povrchových molekul. V důsledku stimulace MSC různými způsoby jsou MSC 
polarizovány buď na fenotyp MSC1 nebo MSC2 a hrají různou úlohu v regulaci imunitní 
odpovědi (Waterman et al., 2010). V časné fázi zánětu, kdy je produkováno málo 
prozánětlivých cytokinů jako např. faktor nekrotizující nádory α (tumor necrosis factor α, TNF-
α) a interferon γ (IFN-γ), ale naopak je přítomno velké množství mikroorganismů, dochází ke 
stimulaci MSC prostřednictvím LPS přes „Toll-like“ receptor (TLR) 4. Poté MSC vykazují 
prozánětlivý fenotyp MSC1. Dojde-li naopak ke zvýšení koncentrace IFN-γ nebo TNF-α, 
případně je-li stimulován TLR-3, je podporován fenotyp MSC2 (viz obrázek 2) a jsou 
exprimovány cytokiny, které podporují protizánětlivé populace imunitních buněk a hojivé 
prostředí (English et al., 2007; Gazdic et al., 2015). Pro ustanovení tolerance transplantátu 
s využitím MSC je nutné navození fenotypu MSC2 (viz obrázek 1, 2).  
 
 
Obrázek 1 Navození tolerance transplantovaného orgánu mezenchymálními kmenovými buňkami (MSC). Po stimulaci prozánětlivými cytokiny 
v prostředí transplantátu MSC produkují cytokiny, které podporují vznik tolerogenních dendritických buněk (Tol DC) a regulačních T buněk. 
(Treg). Podporují produkci interleukinu (IL)-10 makrofágy (Mf) a tím je snížena infiltrace transplantátu neutrofily (Nf). Zároveň inhibují proliferaci 





 Obrázek 2 Vliv mezenchymálních kmenových buněk (MSC) v prozánětlivém prstředí na buňky imunitního systému. Solubilními faktory i 
povrchovými molekulami snižují MSC proliferaci a cytotoxicitu leukocytů. Zároveň podporují tolerogenní populace imunitních buněk               
(Gazdic et al., 2015). 
MSC mají schopnost potlačovat proliferaci a cytotoxicitu prozánětlivých populací 
leukocytů přirozené (Le Blanc and Davies, 2015) i adaptivní imunity, které způsobují 
odhojování transplantátu nebo rozvoj autoimunitních onemocnění jako jsou např. aktivované 
monocyty (Du Rocher et al., 2012), makrofágy (Cho et al., 2014), B buňky (Corcione et al., 
2006), NK buňky (Spaggiari et al., 2008), NKT buňky (Prigione et al., 2009), prozánětlivé 
populace T lymfocytů Th1, Th17 (Normanton et al., 2014) γδ T lymfocyty (Liu et al., 2015), 
(viz obrázek 2). MSC ale nemají schopnost cíleně inhibovat buňky specifické vůči konkrétnímu 




V přítomnosti MSC je podporován regulační fenotyp imunitních buněk, což napomáhá 
navození periferní tolerance (viz obrázek 1). Regulační T buňky (Treg) vznikají díky tomu, že 
MSC konstitutivně produkují transformující růstový faktor β (transforming growth factor-β, 
TGF-β), prostaglandin E2 (PGE2) (English et al., 2009), HLA-G (Selmani et al., 2008). MSC 
také podporují prostřednictvím cytokinů PGE2, TNF-α stimulující gen 6 (TNF-α-stimulating 
gene 6, TSG-6), IDO a interleukin-6 (IL)-6 vznik M2 makrofágů (viz obrázek 2), které také 
napomáhají vzniku Treg (Choi et al., 2011; Melief et al., 2013b).  
MSC ovlivňují efektorové populace lymfocytů i nepřímo inhibicí maturace 
dendritických buněk (dendritic cell, DC) a navozením jejich tolerogenního fenotypu. Jedním 
z mechanismů je zvýšení produkce IL-10 MSC, když jsou kokultivovány s DC, a následném 
snížení exprese markerů maturovaných DC (CD80, CD86, OX62, MHC II, CD11b/c) a také 
snížení produkce IL-12 DC (Liu et al., 2013). MSC navozují tolerogenní fenotyp DC, který 
odpovídá fenotypu tolerogenních DC indukovanému apoptickými buňkami. Tento fenotyp je 
podobný nematurovaným DC, ale zůstává stabilní i po stimulaci „signály nebezpečí“. Dle 
některých studií je navození tolerogenních DC pomocí MSC závislé na mezibuněčném 
kontaktu (Jagged-2 vážící se na Notch receptor) (Zhang et al., 2009). Uplatňují se také solubilní 
faktory, jako je TSG-6, který blokuje dráhu mitogenem aktivovaných protein kináz (mitogen 
activated protein kinases, MAPK) a translokaci NFκB do jádra DC stimulovaných „signály 
nebezpecí“, čímž je zabráněno maturaci DC (Liu et al., 2014). Tolerogenní DC mají zvýšenou 
expresi IL-10, IDO, Fas-L a CD11b a naopak sníženou expresi  IL-12, TNF-α, IL-1β, CD11c, 
CD80, CD86 a CD40 (Beyth et al., 2005). Mají schopnost indukovat Treg např. prostřednictvím 
TGF-β (Zhao et al., 2012). 
MSC jsou poměrně heterogenní v imunomodulačních i diferenciačních schopnostech a 
to jak mezidruhově tak v rámci organismu. Například myší MSC produkují NO a inhibují tak 
proliferaci lymfocytů, zatím co u lidských MSC tuto funkci plní převážně IDO. U myších MSC 
nebyla exprese IDO potrvzena (Bouffi et al., 2010; Ren et al., 2009). Lidské MSC produkují 
IL-10 (Kim et al., 2015a), zatím co u myších MSC exprese IL-10 potvrzena nebyla (English et 
al., 2007). Rozdíly v expresi imunomodulačních faktorů jsou také mezi MSC, které se nachází 
v různých tkáních (Hwang et al., 2009; Yang et al., 2013). 
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1.3.1 Solubilní faktory produkované MSC 
Mezi molekuly, které hrají nejzásadnější roli v potlačení proliferace prozánětlivých 
populací imunitních buněk, patří solubilní faktory oxid dusnatý (NO), TGF-β, indoleamine-2,3-
dioxygenáza (indoleamine-2,3-dioxygenase, IDO), PGE2, růstový faktor hepatocytů 
(hepatocyte growth factor, HGF), hem oxygenáza (heme oxygenase, Ho), IL-6, TSG-6, IL-7 a 
mnoho dalších (viz obrázek 2) (Castro-Manrreza and Montesinos, 2015).  
NO je molekula produkovaná pomocí enzymu indukovaná syntáza oxidu dusnatého 
(inducible nitric oxid synthase, iNOS) z aminokyseliny L-arginin. Enzym iNOS je MSC 
exprimován, pouze pokud se v prostředí vyskytuje dostatečné množství prozánětlivých 
cytokinů, případně LPS (Li et al., 2012). Myší MSC produkují NO až po stimulaci LPS a      
IFN-γ a díky tomu transkripční faktory nukleární faktor kappa B (nuclear factor kappa B, NF-
κB) a regulační faktor interferonu (interferon regulatory factor, IRF) nasednou na svá vazebná 
místa v promotoru iNOS. Následně je tento enzym exprimován a je produkován NO                 
(Xie et al., 1993). Stimulace MSC samotným LPS nebo samotným IFN-γ nestačí pro expresi 
iNOS a následnou produkci NO (Svobodova et al., 2011). NO plní různou funkci v přirozené  
a adaptivní imunitě. Buňky přirozeného imunitního systému produkují NO zejména proto,        
aby zničily fagocytované patogeny (Marcinkiewicz, 1997). Převážně u myší hraje NO 
významnou roli v regulaci odpovědi adaptivního imunitního systému. Bylo prokázáno, že NO 
má schopnost inhibovat proliferaci lymfocytů (Hoffman et al., 1990; Sato et al., 2007). Touto 
molekulou je ovlivňována i polarizace T lymfocytů. Z CD4+CD25- T lymfocytů, které se 
mohou podílet na odhojování transplantátu, mohou v prostředí s NO vznikat tolerogenní 
CD4+CD25- NO-Treg. Tyto buňky mají unikátní schopnost inhibovat prozánětlivé populace 
jako např. Th17 (Niedbala et al., 2013).  
Cytokin IL-6 je konstitutivně exprimovaný MSC. V časné fázi zánětu funguje jako 
prozánětlivý cytokin. Podporuje přežívání a efektorové funkce neutrofilů (Raffaghello et al., 
2008) a v kombinaci s TGF-β indukuje vznik prozánětlivého fenotypu lymfocytů Th17 
(Veldhoen et al., 2006). Na druhou stranu bazální úroveň exprese IL-6 MSC inhibuje 
diferenciaci monocytů na DC a podporuje vznik tolerogenní populace makrofágů, které dále 
indukují vznik Treg (Melief et al., 2013a; Melief et al., 2013b). U MSC izolovaných z myši 
s delecí genu pro IL-6 bylo pozorováno snížení produkce PGE2, což nasvědčuje tomu, že     
Cox-2 je pozitivně regulována IL-6 (Bouffi et al., 2010). 
MSC podporují tolerogenní fenotyp makrofágů M2 prostřednictvím produkce cytokinu 
TSG-6. Makrofágy stimulované „signály nebezpečí“ zvýší expresi prozánětlivých cytokinů, 
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jako např. TNF-α, čímž amplifikují zánětlivou reaci. Zároveň ale dochází k tomu, že 
prozánětlivé cytokiny směrují MSC k fenotypu MSC2, které mají zvýšenou expresi TSG-6. 
Tímto faktorem MSC inhibují signalizační dráhu NF-κB makrofágů, a tedy jejich schopnost 
navodit prozánětlivé prostředí (Choi et al., 2011). TSG-6 také stabilizuje tolerogenní fenotyp 
DC (mechanismus uveden výše) (Liu et al., 2014).   
Cytokin IL-7, který se váže na molekulu CD127 (IL-7 receptor, IL-7R), je nezbytný 
v časné fázi vývoje lymfocytů (Peschon et al., 1994; Yu et al., 2004), IL-7 produkovaný MSC 
podporuje přežívání naivních lymfocytů (Normanton et al., 2014). IL-7R je také markerem 
paměťových T buněk (Huster et al., 2004). Na rozdíl od jiných efektorových T buněk jsou Treg 
definovány jako populace T lymfocytů CD4+CD25+CD127low (Seddiki et al., 2006). Bylo ale 
zjištěno, že exprese IL-7R vzrůstá po aktivaci Treg a koreluje s markery aktivovaných Treg 
(CD103, ICOS) (Simonetta et al., 2010). Signalizace IL-7R po navázání IL-7 podporuje 
schopnost Treg odpovídat na IL-2 a tedy zprostředkovávat periferní toleranci (Schmaler et al., 
2015). IL-7 podporuje obnovení krvetvorby po transplantaci hematopoetických kmenových 
buněk (Broers et al., 2003), ale zároveň napomáhá přežívání alloreaktivních lymfocytů a 
amplifikuje GvHD (Chung et al., 2008; Sinha et al., 2002). 
1.3.2 Povrchové molekuly MSC uplatňující se při imunomodulačních mechanismech 
Významnými povrchovými molekulami exprimovanými MSC pro ovlivnění imunitního 
systému jsou např. ligand programované buněčné smrti 1 (programmed cell death-ligand 1,  
PD-L1), Fas ligand (Fas-L), intracelulární adhezivní molekula 1 (intercellular adhesion 
molecule-1, ICAM-1), adhezivní molekula buněk cév (vascular cell adhesion molecule-1, 
VCAM-1) (Majumdar et al., 2003).  
Mezibuněčný kontakt MSC s buňkami imunitního systému je důležitý pro 
imunosupresivní působení MSC (Quaedackers et al., 2009). MSC prostřednictvím povrchové 
molekuly z rodiny B7, PD-L1 inhibují proliferaci a efektorové funkce leukocytů (Augello et 
al., 2005; Chinnadurai et al., 2014). PD-L1 se váže na molekulu PD-1, kterou exprimují 
aktivované lymfocyty, NKT, aktivované monocyty a DC (Keir et al., 2008). Prostřednictvím 
molekuly Fas-L MSC indukují apoptózu buněk, které exprimují Fas. Toto je významné pro 
inhibici T buněk. Mechanismus je takový, že MSC atrahují T buňky produkcí chemotaktického 
proteinu monocytů 1 (monocyte chemotactic protein-1, MCP-1) do své blízkosti a poté navodí 
apoptózu T buněk prostřednictvím Fas-L. Apoptické T buňky podporují makrofágy v produkci 
TGFβ, čímž je výrazně podpořen vznik Treg (viz obrázek 3) (Akiyama et al., 2012).  
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Obrázek 3 MSC produkcí chemotaktického proteinu monocytů (MCP-1) atrahují aktivované T buňky do své blízkosti a prostřednictvím interakce 
Fas/Fas-L navozují apoptózu těchto T buněk. Fagocytózou apoptických tělísek makrofágy je zvýšena produkce TGF-β a podpořen vznik 
regulačních T buněk (Treg), které zprostředkovávají imunitní toleranci (Akiyama et al., 2012). 
 
Také bylo prokázáno, že se zvýšenou expresí adhezivních molekul ICAM-1 a VCAM-1 mají 
MSC větší schopnost imunosupresivně působit na imunitní buňky, především na T lymfocyty 
(Ren et al., 2010).  
1.4 Imunosupresivní látky 
Mechanismy působení imunosupresivních látek byly doposud nejlépe prozkoumány na 
T buňkách (viz obrázek 4). Cílové molekuly imunosupresivních látek ale exprimují i MSC, 
proto lze předpokládat, že imunosupresivní látky ovlivňují i MSC (Hoogduijn et al., 2008).  
 
 




Imunosupresivní látky lze rozdělit dle mechanismu působení (viz Tabulka 3). 
Tabulka 3 Klasifikace imunosupresivních látek dle mechanismu působení. Upraveno podle: (Survase et al., 2011). 
Regulátory genové exprese Glukokortikoidy 
Inhibice MAPK, PI3K, Akt 
signalizační dráhy 
Inhibice transkripčních 
faktorů AP-1, NF-κB 
Alkylační činidla Cyklofosfamid 
Alkylace DNA, 
suprese B lymfocytů 








aktivovaných T lymfocytů, 
inhibice syntézy purínů a 
pyrimidínů 





Inhibitory kináz a fosfatáz 
Cyklosporin A, FK-506 
(takrolimus), rapamycin 
Inhibice fosfatázové aktivity 
kalcineurinu  
(NFAF signalizační dráha), 
signalizační dráhy NF-κB 





1.4.1 Cyklosporin A 
Imunosupresivní látka CsA byla poprvé izolována z houby Tolypocladium infantum 
v roce 1970. O 6 let později bylo na zvířecím modelu odhaleno, že CsA působí 
imunosupresivně na T lymfocyty (Borel et al., 1976) což bylo později prokázáno i u lidí     
(Leoni et al., 1978). Je však známo, že má nefrotoxické vedlejší účinky (de Mattos et al., 2000). 
CsA je cyklický peptid o 11 aminokyselinách (viz obrázek 5). Cyklické peptidy jsou 
oproti lineárním peptidům odolnější vůči proteolytické degradaci a navíc mají schopnost se více 
specificky a pevněji vázat na makromolekulární receptory (Zhang et al., 2008).  
Imunosupresivní vlastnosti CsA vyplývají ze schopnosti inhibovat signalizační dráhy 
nukleárního faktoru aktivovanych T buněk (nuclear factor of activated T-cells, NFAT) a NFκB, 
což bylo studováno především na T buňkách. K inhibici translokace NFAT do jádra dochází 
tak, že se CsA váže na cyklofilin (Cyp) a následně tento komplex po vazbě na kalcineurin (Cn) 
(Liu et al., 1991) způsobí posun autoinhibičního alfahelixu z aktivního místa Cn a stericky brání 
navázání substrátu do aktivního místa (viz obrázek 6). Tato vazba je nekompetitivní (Jin and 
Harrison, 2002). Pro přesun transkripčního faktoru NFκB do jádra je nutné, aby byl odstraněn 
inhibitor IκB ubikvitinací a degradací v proteazomu. CsA má schopnost se nekompetitivně 
vázat na 20S proteazom, čímž zamezí degradaci IκB a přesunu NFκB do jádra                        
(Meyer et al., 1997; Nishiyama et al., 2005).   
Obrázek 5 Chemický vzorec cyklosporin A (Borel et al., 1976) . Obrázek 6 Krystalová struktura vazby CsA s Cyp na Cn. Cn je tvořen 
podjednotkami CnA, CnB. Hvězdičkou je označeno aktivní místo Cn 
 (Jin and Harrison, 2002). 
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1.4.2 Mykofenolát mofetil  
Mykofenolát mofetil (MMF) (2-morfolinoetyl ester kyseliny mykofenolové) je 
prekurzorem kyseliny mykofenolové (MPA). V přírodě je MMF produkován plísněmi rodu 
Penicillium (Anderson et al., 1988). V organismu je MFF rychle metabolizován na MPA a 
glukuronid MPA a vylučován z těla tělními tekutinami (viz obrázek 7). MPA působí jako 
inhibitor inosin monofosfát dehydrogenázy (IMPDH) a ovlivňuje tak syntézu guaninu v S fázi 
buněčného cyklu (Cohn et al., 1999) (viz obrázek 8). Existují dvě různé izoformy tohoto 
enzymu, a to IMPDH I a IMPDH II, které jsou kódovány různými geny na různých 
chromozomech (Natsumeda et al., 1990). Tyto izoformy vykazují 84% shodu v sekvenci 
aminokyselin, jsou evolučně konzervovány, avšak MPA má 4,8 krát vyšší účinnost inhibovat 
IMPDH II oproti IMPDH I (Carr et al., 1993).  
Zejména proliferující buňky mají zvýšenou expresi IMPDH II. Je známo, že lymfocyty 
mají vysokou expresi IMPDH II, a proto jsou citlivé k inhibičnímu působení MPA na rozdíl od 
ostatních buněk (Cohn et al., 1999). Tento efekt je využíván k imunosupresi po transplantacích, 
kdy MPA inhibuje klonální expanzi a cytotoxicitu lymfocytů.  
U MSC ale byla také zjištěna vysoká úrověň exprese IMPDH II ve vztahu k pozitivnímu 
markeru MSC - CD90 (Hoogduijn et al., 2008), proto lze očekávat výrazný vliv MPA na MSC. 
 
 
Obrázek 7 Strukturní vzorec mykofenolát mofetil, kyselina mykofenolová, glukuronid kyseliny mykofenolové. Vzájemná přeměna a vylučování 















Obrázek 8 Biosyntéza purínů de novo a prostřednictvím Salvage dráhy. Zvýrazněno inhibičí MPA na IMPDH(Allison and Eugui, 2000). 
1.4.3 Rapamycin 
Rapamycin (Rapa) (viz obrázek 9), označován také jako sirolimus, je produkován 
bakterií Streptomyces hygroscopicus, která byla nalezena ve vzorcích půdy Velikonočního 
ostrova (Rapa Nui). Poprvé byl Rapa izolován v roce 1975 (Sehgal et al., 1975). V následujících 
letech bylo zjištěno, že má vliv na metabolismus nukleových kyselin, lipidů i proteinů         
(Singh et al., 1979) a je schopen zastavit buněčný cyklus v G1 fázi, což bylo testováno na 
modelu kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Kvasinky s delecí genu FPR1 kódující protein 
FK506 vázající protein (FK506 binding protein, FKBP) byly rezistentní vůči působení Rapa. 
Pokud se nacházela mutace v genech TOR1 a TOR2, rovněž došlo k rezistenci vůči Rapa, čímž 
bylo prokázáno, že tyto proteiny hrají roli v působení Rapa (Heitman et al., 1991). Bylo 
potvrzeno, že Rapa inhibuje T buněčnou proliferaci zablokováním buněčné signalizace vedoucí 
od IL-2 receptoru na modelu myších buněk (Bierer et al., 1990). Bylo ověřeno, že u savců se 
vyskytuje jak receptor pro Rapa FKBP, tak i homolog kvasinkových TOR, známý jako 
mammalian target of rapamycin (mTOR) a byla potvrzena shoda v sekvenci aminokyselin     
45% vůči kvasinkovým proteinům TOR1 a TOR2 (Sabers et al., 1995).  
Podle přítomnosti či nepřítomnosti živin, růstových faktorů a hormonů je řízena 
aktivace mTOR, který plní funkci regulátoru buněčného růstu, podporuje anabolické procesy a 
inhibuje autofagii. Senzorem energie v buňce je oproti tomu protein kináza aktivovaná AMP 
(AMP activated protein kinase, AMPK). Za podmínek nedostatku energie AMPK podporuje 
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katabolické procesy, aktivuje signalizační dráhu pro autofagii. Toto působí jako ochrana před 
apoptózou z důvodu nedostatku energie (Kim et al., 2011). Bylo zjištěno, že krátkodobé 
ovlivnění MSC nízkou (nanomolární) koncentrací Rapa zvyšuje imunosupresivní vlastnosti 
MSC, k čemuž pravděpodobně dochází podpořením autofagie (Kim et al., 2015b).  
 
          Obrázek 9 Chemický vzorec Rapamycinu (Wishart et al., 2006). 
1.4.4 Glukokortikoidy 
Glukokortikoidy jsou steroidní hormony přirozeně produkované v těle obratlovců. 
V buňce se váží na glukokortikoidový receptor (GR), který je exprimován i nejprimitivnějšími 
zástupci obratlovců (Thornton, 2001). Glukokortikoidy se účastní regulace zánětu, negativně 
ovlivňují expresi prozánětlivých cytokinů buňkami přirozené i adaptivní imunity (Berkenbosch 
et al., 1987). GR tvoří komplex s dalšími proteiny jako např. Hsp90, Src. Po navázání 
glukokortikoidu na GR se tento komplex rozpadá, GR putuje do jádra a ovlivňuje genovou 
expresi buď přímou vazbou na DNA, nebo se váže na jiné transkripční faktory už navázané na 
DNA případně se GR váže na DNA a zároveň interaguje s ostatními transkripčními faktory, 
jako je např. NF-κB, AP-1 (Nissen and Yamamoto, 2000). Navíc dochází k tzv. negenomické 
signalizaci prostřednictvím proteinů, které před navázáním glukokortikoidu tvořily komplex 
s GR a po rozpadu tohoto komplexu jsou uvolněny a mohou spouštět signalizaci přes MAPK, 
PI3K, AKT dráhu (viz obrázek 10) (Oakley and Cidlowski, 2013). 
Glukokortikoidy bývají podávány pacientům pro léčbu GvHD, avšak ne vždy jsou 
účinné, proto se přistupuje k jiným možnostem jako je podávání jiných imunosupresivních látek 
nebo léčba monoklonálními protilátkami (Deeg, 2007). Novou alternativou by mohlo být 
využití imunosupresivních vlastností MSC (Auletta et al., 2015). Glukokortikoidy jsou 
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podávány i v případě transplantací např. ledvin (Perico et al., 2013) nebo autoimunitních 
onemocnění, jako je lupus erythromatodes (Liang et al., 2012) (viz tabulka 1, 2).  
 
Obrázek 10 Signalizace přes GR; GR tvoří komplex s dalšími proteiny jako např. Hsp90, Src. Po navázání glukokortikoidu se komplex rozpadá, 
GR putuje do jádra a ovlivňuje genovou expresi. Ostatní proteiny komplexu mohou zprostředkovávat tzv. „Negenomickou signalizaci“ a ovlivnit 
MAPK, PI3K, AKT dráhu (Oakley and Cidlowski, 2013). 
Glukokortikoidy se v těle vyskytují v inaktivní formě (mají 11β-ketoskupinu) a 
v případě potřeby je tato skupina redukována a glukokortikoidy jsou tak změněny na 
formu aktivní (mají 11β-hydroxyskupinu) (viz obrázek 11). Syntetické glukokortikoidy (jako 
např. dexametazon (Dex), prednizon (Pre)) jsou modifikacemi přirozeně se vyskytujícího 
glukokortikoidu kortizol (viz obrázek 12 – 13) (Diederich et al., 2002).  
 
.  




Obrázek 12 Chemický vzorec dexametazon.  
Odvozen od přirozeně se vyskytujícího glukokortikoidu kortizol. 
Mezi uhlíky 1 a 2 dvojná vazba. V pozici 9 fluor (F), v pozici 16 
methyl (CH3) (Wishart et al., 2006).  
 
Obrázek 11 Chemický 
vzorec kortizol 




 2 1 2 
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Obrázek 13 Chemický vzorec prednizon, inaktivní forma 
glukokortikoidu – v pozici 11 ketoskupina. Odvozen od přirozeně 
se vyskytujícího glukokortikoidu kortizol. Mezi uhlíky 1 a 2 




2. Cíle diplomové práce 
Buněčná terapie založená na podávání MSC je předmětem řady klinických studií v 
oblasti transplantací i autoimunitních onemocnění. Současně jsou pacientům podávány 
imunosupresivní látky. Je známo, že imunosupresivní látky ovlivňují působení MSC na buňky 
imunitního systému. Byla popsána řada cytokinů i povrchových molekul, prostřednictvím 
kterých MSC modulují imunitní odpověď. Dosud ale není známo, jaký vliv mají 
imunosupresivní látky na expresi konkrétních molekul, které zprostředkovávají 
imunomodulační vlastnosti MSC. 
 
Cíle této diplomové práce jsou ověřit vliv vybraných imunosupresivních látek na: 
 Přežívání  
 Metabolickou aktivitu 
 Diferenciaci  
 Expresi molekul, které hrají významnou roli v imunomodulačních mechanismech na 
modelu myších MSC izolovaných z tukové tkáně a lidských MSC izolovaných z tukové 





Pro kultivaci myších MSC bylo použito médium DMEM (Dulbecco´s modified Eagle´s 
medium – Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) obohacené o tepelně inaktivované fetálni telecí sérum 
(FCS, fetal calf serum), (Sigma-Aldrich) o výsledné koncentraci 10 %. Dále byl přidáván 
penicilin (100 U/ml, Sigma-Aldrich), streptomycin (100μg/ml, Sigma-Aldrich),                              
2-merkaptoethanol (5 x 10-5 M, Serva, Heidelberg, Germany) a HEPES pufr (10mM, Sigma-
Aldrich). 
Lidské MSC byly kultivovány v médiu α-MEM (Minimum Essential Medium, Sigma) 
s 5% destičkovým lyzátem a antibiotiky penicilin (100 U/ml, Sigma-Aldrich), streptomycin 
(100μg/ml, Sigma-Aldrich). 
3.2 Roztoky 
a) Fosfátový pufr (phosphate buffered saline, PBS): 37 mM NaCl, 10 mM Phosphate,  
2.7 mM KCl, pH 7,2-7,4. 
b) Tris borátový pufr (TBE) 0,089 M Tris-borát, 0,089 M kyselina boritá, 0,002 M EDTA 
c) Promývací pufr – ELISA: 0,05% Tween®20 v PBS, pH 7,2-7,4. 
d) Hovězí sérum albumin (bovine serum albumin, BSA) 
e) Substrát – ELISA:  
a) 120 mg 2,2´-azino-bis-3-ethylenbenzthiazolin-6-sulfonové kyseliny 
b) 11 µl 30% H2O2  
c) 7,68 g kyseliny citronové 
d) 400 ml H2O, pH upraveno na 4,35 (Sigma-Aldrich) 
f) Griessova reakce:     Roztok A  
a) 0,5g sulfonamidu (Sigma-Aldrich) 
b) 1,5 ml H3PO4 
c) 48,5 ml H2O 
  Roztok B 
a) 0,15 g N-1-naphtylendiamine dihydrochloride (Sigma-Aldrich) 
b) 1,5 ml H3PO4 
c) 48,5 ml H2O 
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3.3 Zdroj buněk 
Pro izolaci myších MSC byl použit inbrední kmen myší BALB/c z chovů Ústavu 
experimentální medicíny, AVČR, v.v.i..  
Lidské MSC poskytla Laboratoř tkáňových kultur a kmenových buněk z Ústavu 
experimentální medicíny, AVČR, v.v.i..  
3.4  Izolace myších MSC 
Myší MSC byly izolovány z tukové tkáně abdominálních tříselných kapes. Tuková tkáň 
byla nejprve rozstříhána a pak štěpena 60 minut 1% kolagenázou I (Sigma-Aldrich) ve 37°C a 
5% CO2. Suspenze pak byla doplněna PBS na 7 ml, zcentrifugována 4 minuty při otáčkách 
170g. Nakonec byly buňky převedeny do média DMEM a kultivovány v termostatu ve 37°C a 
5% CO2. Po uplynutí 48 hod bylo médium vyměněno. MSC byly nadále kultivovány a po 3 až 
4 pasážích použity k pokusům.  
3.5 Diferenciace adipogenní a osteogenní 
Diferenciace myších i lidských MSC proběhla dle stejného protokolu. V 1 ml bylo 
kultivováno 30 tis. MSC ve 24-jamkové destičce v termostatu ve 37°C a 5% CO2 do 
konfluence. Následně bylo médium obohaceno o diferenciační činidla (viz tabulka 4)                     
a imunosupresivní látky (viz tabulka 5) a pravidelně vyměňováno 3x týdně. Pro dosažení 
adipogenní diferenciace byly buňky takto kultivovány 7 dnů a pro dosažení osteogenní 
diferenciace 21 dnů. Poté byly buňky zafixovány paraformaldehydem. Tukové váčky byly 
obarveny Oil Red O a depozita kalcia Alizarin Red. Pod mikroskopem Olympus IX81 byly 
buňky mikroskpovány a nafoceny. 
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Tabulka 4 Diferenciační činidla přidávaná na 10 ml  média DMEM. Dexametazon (Dex), 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), kyselina 








Tabulka 5 Přehled přidávaných imunosupresivních látek. Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), rapamycin (Rapa), dexametazon 
(Dex), prednizon (Pre). (Sigma-Aldrich) 
Imunosupresivní látka Koncentrace myší MSC Koncentrace lidská MSC 
CsA 0,5 µg/ml 0,5 µg/ml 
MMF 0,05 µg/ml 0,5 µg/ml 
Rapa 0,05 µg/ml 0,05 µg/ml 
Dex 0,5 µg/ml 0,5 µg/ml 
Pre 0,5 µg/ml 0,5 µg/ml 
 
3.6 Metabolická aktivita 
Pro měření metabolické aktivity byly myší MSC kultivovány v počátečním množství    
6 tis. MSC na jamku v 96-jamkové destičce v objemu 200 µl. Myší MSC byly kultivovány 
s imunosupresivními látkami o koncentracích 0,05 µg/ml, 0,5 µg/ml, 5 µg/ml s a bez přidání 
IFN-γ o koncentraci 10 ng/ml a lidské MSC s koncentracemi: CsA, MMF, Dex, Pre 0,5 µg/ml, 
5 µg/ml, Rapa 0,05 µg/ml, 0,5 µg/ml. Použité koncentrace imunosupresivních látek byly 
odvozeny od dávek používaných v klinické praxi. Kultivace myších i lidských MSC trvala 2 
dny. 
Metabolická aktivita MSC byla určena pomocí tetrazoliové soli WST-1 (water soluble 
tetrazolium-1) (Roche, Německo), která byla přidána do média v poměru 1:10 a buňky byly 
dále inkubovány v termostatu za standartních podmínek po dobu 120 minut. Metabolická 
Diferenciace 
Adipogenní  Osteogenní  
Dex 1mM 1 μl Dex 1 mM 1 μl 
IBMX 0,5 M 10  μl AA 0,1 M 20 μl 
Insulin 10 mg/ml 10  μl G-2P 1M 100 μl 
Indometacin 10 mM 100  μl   
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aktivita byla přímo úměrná zabarvení média v jamce a byla měřena spektrofotometrem při 
vlnové délce 450 nm. 
3.7 Izolace RNA 
Pro izolaci RNA byly myší MSC kultivovány 24 hodin v 6-jamkové destičce v objemu 
3 ml v počátečním množství 300 tis. MSC na jamku. Myší MSC byly kultivovány 
s imunosupresivními látkami o následujících koncentracích: CsA, Dex, Pre 0,5 µg/ml, MMF, 
Rapa 0,05 µg/ml s a bez IFN-γ o koncentraci 10 ng/ml.  
RNA byla izolována metodou fenol chloroformové extrakce.  
 Po odebrání supernatantu bylo přidáno 500 µl Trireagentu (TRI Reagent® RT, MRC, 
Cincinnati, USA),  2 µl polyakrylového nosiče (Polyacryl Carrier) (Molecular Research 
Center, Inc., Cincinnati, USA) a 100 µl chloroformu. Po důkladném protřepání byly 
vzorky centrifugovány na 12 000 g 15 minut při 4°C. 
 K vodní fázi obsahující RNA bylo přidáno 250 µl izopropanolu. Následovala 
centrifugace na 12 000 g 8 min při 4°C. 
 Pelety byly opláchnuty 75% ethanolem a sušeny 5 minut při 39°C. RNA byla 
resuspendována ve 25 µl H2O bez obsahu RNáz (Top-Bio, Praha, Česká republika) a 
inkubována 65°C na 5 minut pro rozvolnění sekundárních struktur.  
 Poté následovala reverzní transkripce 
3.8 Reverzní transkripce 
 1 µg vzorku RNA 
 1 µl nukleotidů 10µM (Deoxynucleotide triphosphates, dNTP) (Invitech) 
 200 µg primerů (hexanukleotidy) (Promega) 
 65°C 5 minut 
 4 µl 5x first-strand buffer [250 mM Tris-HCl (pH 8.3), 375 mM KCl, 15 mM MgCl2] 
(Invitrogen, Praha, Česká republika) 
 1 µl 0,1M dithiotreitol (DTT, Invitrogen, Praha, Česká republika) 
 0,5 µl RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega) 
 0,7 µl reverzní transkriptázy (SuperScript® III Reverse Transcriptase)  
(Invitrogen, Praha, ČR) 
 Program termocykléru pro reverzní transkripci vyizolované RNA na cDNA 
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 25°C 5 minut 
 50°C 30-60 minut 
 70°C 15 minut 
3.9 Polymerázová řetězová reakce  
Polymerázová řetězová reakce (Polymeraze chain reaction, PCR) obsahovala 
následující reagencie: 
 sens a antisens primery v poměru 1:1; (1,5 µl primeru GAPDH, ostatní primery 2 µl; 
výchozí koncentrace primerů 0,025 mM roztok H2O), nukleotidová sekvence primerů 
(viz tabulka 6). 
 1,5 µl vzorku cDNA 
 6 µl PPP Master Mix (Top-Bio) 
 4,5 µl H2O (Top-Bio)  
Program termocykléru pro PCR 
a) 2 minuty denaturace při 95 °C 
b) 20 vteřin denaturace při 95 °C 
c) 20 vteřin nasedání primerů při 60 °C 
d) 20 vteřin elongace při 72 °C 
e) 10 minut finální syntéza při 72 °C 
Kroky b) až d) byly opakovány 24 – 35x. Produkty proběhlé PCR byly naneseny na 
elektroforézu a sledovány pomocí interkalačního činidla ethidium bromid. Byl použit 2% 




Tabulka 6 Použité primery pro PCR. S-sense, A-antisense. 
Primer Sekvence  
GAPDH S 5´-GGGTGTGAACCACGAGAAAT-3´ 
GAPDH A 5´-ACACATTGGGGGTAGGAACA-3´ 
HGF S 5´-CACCCCTTGGGAGTATTGTG-3´ 
HGF A 5´-GGGACATCAGTCTCATTCACAG-3´ 
FGF S  5´-CGGCTCTACTGCAAGAACG-3´  
FGF A 5´-TGCTTGGAGTTGTAGTTTGACG-3´ 
HO-1 S 5´-CAGAACCCAGTCTATGCCCC-3´ 
HO-1 A 5´-GCTGATCTGGGGTTTCCCTC-3´ 
Fas S 5´-GAAGGAGTACATGGACAAGA-3´ 
Fas A 5´-TGATATGCATCACTCTTCCC-3´ 
PD-L1 S 5´-GGCCGAGGGTTATCCAGAAG-3´ 
PD-L1 A 5´-CTGCTAAGCCAGGAACCCTC-3´ 
ICAM S 5´-GTCCGCTGTGCTTTGAGAAC-3´ 
ICAM A 5´-TCGAGCTTTGGGATGGTAGC-3´ 
VCAM S 5´-GTCACGGTCAAGTGTTTGGC-3´ 
VCAM A 5´-AGATCCGGGGGAGATGTCAA-3´ 
IL-7 S 5´-TCTTGGGATGGATGGACCAGG-3´ 
IL-7 A 5´-AACTTGCGAGCAGCACGATT-3´ 
IL-6 S 5´-AGTTGCCTTCTTGGGACTGA-3´ 
IL-6 A 5´-TTCTGCAAGTGCATCATCGT-3´ 
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3.10 Kvantitativní polymerázová řetězová reakce 
Lidské MSC byly kultivovány 24 hodin v 6-jamkové destičce v objemu 3 ml 
v počátečním množství 300 tis. MSC na jamku za přítomnosti imunosupresivních látek o 
koncentracích 5 µg/ml. (Izolace RNA a přepis do cDNA byl proveden podle protokolu, který 
je uveden v kapitolách 3.7 a 3.8) 
Kvantitativní PCR provedla Mgr. Barbora Heřmánková na Ústavu experimentální 
medicíny, AVČR, v.v.i..  
Reagencie: 
1) 5 µl SYBRGreen Supermix (Bio-Rad) 
2) 1 µl primerů (nukleotidové sekvence (viz tabulka 7); výchozí koncentrace primerů     
0,016 mM roztok H2O) 
3) 1 µl H2O 
Reakce proběhla v objemu 10 µl (7 µl mix, 3 µl cDNA) 
Program termocykléru iCycler (Bio-Rad) pro real-time PCR: 
a) 3 minuty denaturace 95°C 
b) 10 vteřin denaturace 95°C 
c) 20 vteřin annealing 60°C 
d) 20 vteřin elongace 72°C 
Fluorescence byla detekována v každém cyklu po elongaci při 80°C po dobu 
5 vteřin. Data byla analyzována na detekčním systému iCycler (Bio-Rad) a byla vztažena 
k referenčnímu genu GAPDH. 
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Tabulka 7 Seznam primerů pro kvantitativní PCR. 
Primer Sekvence 
h TSG-6 L 5´-GGCCATCTCGCAACTTACA-3´ 
h TSG-6 R 5´-CAGCACAGACATGAAATCCAA-3´ 
h TGFβ1 L 5´-GCAGCACGTGGAGCTGTA-3´ 
h TGFβ1 R 5´-CAGCCGGTTGCTGAGGTA-3´ 
h IL-6 L 5´-GACCCAACCACAAATGCCA-3´ 




3.11 Průtoková cytometrie  
3.11.1 Povrchové znaky 
Metodou průtoková cytometrie byly měřeny povrchové znaky (viz tabulka 8) a také 
apoptóza. MSC byly kultivovány po dobu 2 dnů ve 24-jamkové destičce v počátečním množství 
150 tis. buněk na jamku v 600 µl média. Myší MSC byly kultivovány s imunosupresivními 
látkami o koncentracích 0,05 µg/ml, 0,5 µg/ml, 5 µg/ml s a bez přidání IFN-γ o koncentraci 10 
ng/ml a lidské MSC s koncentracemi: CsA, MMF, Dex, Pre 0,5 µg/ml, 5 µg/ml, Rapa 0,05 
µg/ml, 0,5 µg/ml. 
Příprava buněk pro měření na průtokovém cytometru proběhla podle následujícího 
protokolu. 
 Buňky byly z 24-jamkové destičky uvolněny trypsinem a přeneseny do mikrotitrační 
destičky (Nunc) v objemu 200 µl.  
 Centrifugace 3 minuty (170g). Pelety byly rozvolněny a poté byly přidány protilátky 
naředěné PBS v objemu 10 µl.  
 Inkubace ve 4°C bez přístupu světla po dobu 25 minut. Poté byly protilátky odmyty, 
vzorek byl naředěn do 175 µl. Mrtvé buňky byly označeny barvou Hoechst33258.  
Pro měření povrchových znaků MSC byly použity monoklonální protilátky 
konjugované s fluorochromy alofykocyanin (APC, allophycocyanine), fluorescein 
isothiokianát (FITC, fluorescein isothiocyanate), fykoerytrin (PE, phycoerythrin) (viz tabulka 
8). 
 
Naměřená data byla vyhodnocena v programu GateLogic308.3A (Inivai, Mentone 
Victoria, Australia). Gatovací strategie (viz obrázek 1 přílohy).
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Tabulka 8 Protilátky průtoková cytometrie. 
Znak Fluorochrom Koncentrace 
(mg/ml) 
Výrobce Ředění Původ 
MSC 
CD106 APC 0,2 BioLegend 1:70 myší 
PD-L1 APC 0,2 BioLegend 1:70 myší 
Fas-L PE 0,2 BioLegend 1:70 myší 
CD45 PE 0,2 BioLegend 1:300 myší 
CD45 FITC 0,5 BioLegend 1:300 myší 
CD45 APC 0,2 BioLegend 1:300 myší 
CD11b APC 0,2 BioLegend 1:70 myší/lidské 
CD31 PE 0,5 BD 1:70 myší 
CD34 PE 0,2 BD 1:70 myší 
CD44 APC 0,2 BioLegend 1:70 myší 
CD73 PE 0,2 eBioscience 1:70 myší 
CD90.2 PE 0,5 eBioscience 1:70 myší 
CD105 PE 0,5 BioLegend 1:70 myší 
CD105 FITC 0,5 BioLegend 1:5 lidské 
CD44 FITC 0,2 BioLegend 1:5 myší/lidské 
CD45 FITC 0,5 BioLegend 1:10 lidské 
CD106 PE 0,025 BioLegend 1:30 lidské 
PD-L1 APC 0,4 BioLegend 1:10 lidské 
Fas-L PE 0,2 BioLegend 1:5 lidské 
 
3.11.2 Apoptóza 
Myší i lidské MSC byly kultivovány za stejných podmínek jako pro měření 
povrchových znaků. Pro měření apoptózy byl použit kit AnnexinV-Dy647 (Apronex 
Biotechnologies, Česká republika). AnnexinV se váže na fosfatidil serin, který je translokován 
na vnější povrch plazmatické membrány během apoptózy.  
Příprava buněk pro měření apoptózy byla obdobná jako tomu bylo u měření 
povrchových markerů. Po převedení buněk do mikrotitrační destičky proběhlo barvení 
AnnexinemV v 50 µl pufru (ředěno 1:100) 20 minut v pokojové teplotě. Pak byl nenavázaný 
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AnnexinV odmyt. Vzorky byly měřeny ve 175 µl pufru, nekrotické buňky byly značeny barvou 
Hoechst33258. 
3.12 ELISA 
Myší i lidské MSC byly kultivovány za stejných podmínek, jako pro měření 
povrchových markerů a apoptózy metodou průtoková cytometrie. Po uplynutí 2 dnů byl 
odebrán supernatant, který byl následně měřen metodou ELISA. Byla detekována produkce 
cytokinů IL-6, IL-7 u myších i lidských MSC.  
3.12.1 DuoSet® ELISA Development System R&D  
Pomocí tohoto kitu byly měřeny cytokiny myší IL-7, lidské IL-6, IL-7. 
Test ELISA byl prováděn v 96-jamkové mikrotitrační destičky Immunoplate (SPL Life 
Sciences). 
 Nanesení 100 µl primární protilátky ředěné v PBS, inkubace přes noc v pokojové 
teplotě 
 Promytí 3x promývacím pufrem 
 Blokování 1% BSA minimálně 1 hodinu, 300 µl na jamku 
 Promytí 3x promývacím pufrem 
 Přidání 100 µl vzorku, 100 µl standardu (rekombinantní protein), blank (médium), 
inkubace 2 hodiny v pokojové teplotě 
 Promytí 3x promývacím pufrem 
 Přidání 100 µl sekundární protilátky ředěné v 1% BSA, inkubace 2 hodiny v pokojové 
teplotě 
 Promytí 3x promývacím pufrem 
 Přidání 100 µl Streptavidin-HRP, inkubace 20 minut v pokojové teplotě ve tmě 
 Promytí 3x promývacím pufrem 
 Přidání 100 µl substrátu (reagent A H2O2 a reagent B Tetramethyl benzidin 1:1), 
inkubace 20 minut v pokojové teplotě ve tmě 
 Přidání 50 µl 2N kyseliny sírové H2SO4 
 Měření optické denzity při vlnové délce 450 nm a referenční vlnové délce 570 nm 
(Množství cytokinu ve vzorku je přímo úměrné intenzitě zabarvení.) 
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3.12.2 ELISA BD Pharmingen™ 
  Pomocí tohoto kitu byla měřena produkce IL-6 myších MSC. Test ELISA byl prováděn 
v 96-jamkové mikrotitrační destičky Immunoplate (SPL Life Sciences). 
 50 µl 0,1M roztoku NaHCO3 (200 ml H2O, 1,68 g NaHCO3 s primární protilátkou proti 
IL-6 (Pharmigen, San Diego, CA) o koncentraci 0,76 µg/ml 
 Navázání primární protilátky přes noc ve 4°C 
 2x promyto promývacím roztokem  
 Blokování volného povrchu jamek 150 µl 7,5% FCS rozpuštěným v PBS (blokovací 
roztok) při laboratorní teplotě 2 hodiny 
 4x promyto promývacím roztokem 
 100 µl vzorku, 100 µl blank (médium DMEM), 100 µl cytokinový standard (Genzyme, 
Boston, MA) 
 Inkubováno přes noc ve 4°C 
 4x promyto promývacím roztokem 
 100 µl roztoku sekundární protilátky proti IL-6 (Pharmigen) v koncentraci 0,38 µg/ml, 
inkubováno 1 hodinu v laboratorní teplotě 
 6x promyto promývacím roztokem 
 100 µl avidin peroxidázy (2,5 µg/ml v blokovacím roztoku) po dobu 45 minut 
 8x promyto promývacím roztokem 
 100 µl substrátu  
 Vzniklý barevný produkt po proběhlé enzymatické reakci byl měřen 
spektrofotometricky pomocí měřícího filtru nastaveného na hodnotu 405 nm. (Množství 
cytokinu ve vzorku je přímo úměrné intenzitě zabarvení.) 
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3.13 Griessova reakce – měření produkce oxidu dusnatého 
Myší MSC byly kultivovány ve výchozím množství 18 tis. na jamku v 96-jamkové 
destičce v objemu média 200 µl s imunosupresivními látkami o koncentracích 0,05 µg/ml, 0,5 
µg/ml, 5 µg/ml s  IFN-γ o koncentraci 10 ng/ml a LPS o koncentraci 1,25 µg/ml. Po 48 
hodinách byl odebrán supernatant.  
Griessova reakce byla měřena v 96-jamkové destičce. Do jamek bylo přidáno 100 µl 
supernatantu a 100 µl roztoku (Smíchané roztoky A a B 1:1). Jako standard sloužil roztok 
dusitanu sodného (NaNO3, Sigma-Aldrich). Jako blank bylo použito médium DMEM. Měření 
na spektrofotometru proběhlo při 570nm. 
3.14 Software  
 Ovládací software pro průtokový cytometr: FACSDiva Software (BD) 
 Vyhodnocovací software pro data získaná na průtokovém cytometru: GateLogic308.3A  
(Inivai, Mentone Victoria, Australia) 
 Ovládací software pro invertovaný mikroskop: Olympus soft Imaging Solutions 31  
(Olympus, Munster, Germany) 
 Ovládací software pro spektrofotometr: Revelation Quicklink  
(Dynex Technologies, Chantilly, VA) 
 Ovládací software pro transluminátor elektroforetickych gelů: Scion Image  
(Scion Corporation, Howston, TX) 
 Ovládací software pro iCycler: Bio-Rad 
 Statisticke zpracovani vysledků: program GraphPad Prism6  
(GraphPad Software, La Jolla, CA) 
3.15 Technické vybavení 
 Centrifuga Hettich Universal 32R (DJB Labcare, Buckinghamshire, England) 
 Centrifuga 5430 (Eppendorf, Hamburg, Germany) 
 Cycler PTC-100TM Programmable Thermal Controller  
(MJ Research, Inc., St. Bruno, Canada) 
 iCycler (Bio-Rad, Hercules, CA) 
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 Elektroforetická aparatura: PowerPac 300 (Bio-Rad), Hoefer HE33 (Pharmacia 
Biotech, Piscataway, NY) 
 Inkubátor (Sanyo, Osaka, Japan) 
 Invertovaný mikroskop Olympus IX81, vybavený kamerou Hammatsu ORCA C4742-
80-12AG (Olympus, Munster, Germany) 
 Laminární box CleanAir Techniek (Telstar, Woerden, The Netherlands) 
 Magnetická ohřevová míchačka RCTbasic (IKA, Staufen, Germany) 
 Minicentrifuga MiniSpin (Eppendorf) 
 MyCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad) 
 Optický mikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) 
 pH-metr pH526 (WTW, Weilheim, Germany) 
 Průtokový cytometr LSR II (BD, Franklin Lakes, NJ) 
 Spektrofotometr ELx800 (Biotek, Winooski, VT) 
 Transiluminátor Electronic U.V. Transilluminator (Ultra Lum, Inc., Claremont, CA) 
 Vodni lázeň TE-10D Tempunit (Techne, Minneapolis, MN) 
 Vortex MS1 Minishaker (IKA) 
 Vyhřívaná třepačka Thermomixer comfort (Eppendorf) 
3.16 Statistická analýza 
Naměřená data byla statisticky vyhodnocena programem GraphPad Prism 6. Byla 
použita jednosměrná analýza rozptylu (Analysis of variance, ANOVA), Dunnettův test. 





4.1 Myší MSC 
4.1.1 Fenotypizace MSC 
Nejprve bylo ověřeno, že myší MSC odpovídají minimálním kritériím pro MSC 
definovaným podle: (Dominici et al., 2006). Pomocí průtokové cytometrie bylo prokázáno, že 
myší MSC exprimují CD44, CD73, CD90.2, CD105 (pozitivní markery MSC) a zároveň jsou 
negativní pro CD11b, CD31, CD34, CD105 (negativní markery MSC) (viz obrázek 14).  
          
          CD11b                CD31    CD34               CD45 
          
            CD44        CD73  CD90.2            CD105 
Obrázek 14 Fenotypizace MSC. Negativní markery CD11b, CD31, CD34, CD45. Pozitivní markery CD44, CD73, CD90.2, CD105. Modrá čára 
znázorňuje negativní kontrolu a červená čára znázorňuje expresi studovaného znaku. 
4.1.2 Diferenciace adipogenní a osteogenní 
Byla testována schopnost adipogenní a osteogenní diferenciace MSC (viz obrázek 
15,16). MSC mají schopnost diferenciace do buněčných typů mezodermu (viz obrázek 15, 16) 
ve srovnání s MSC kultivovanými bez diferenciačních činidel (viz obrázek 15E, 16E). Žádná z 
použitých imunosupresivních látek neinhibovala schopnost adipogenní (viz obrázek 15B-D, F, 
G) nebo osteogenní (viz obrázek 16B-D, F, G) diferenciace myších MSC ve srovnání s MSC 




























Obrázek 15 Adipogenní diferenciace myších mezenchymálních kmenových buněk. Barveno Oil Red O, světelná mikroskopie, zvětšení 200x.  
A) MSC bez imunosupresivních látek B) cyclosporin A 0,5 µg/ml  C) mykofenolát mofetil 0,05 µg/ml D) rapamycin 0,05 µg/ml E) nediferencované 
mezenchymální kmenové buňky F) dexametazon 0,5 µg/ml G) prednizon 0,5 µg/ml.         
A) B)         C)         D) 
                          
E)     F)         G) 
                     
Obrázek 16 Osteogenní diferenciace myších mezenchymálních kmenových buněk. Barveno Alizarin red, světelná mikroskopie, zvětšení 200x. A) 
MSC bez imunosupresivních látek B) cyclosporin A 0,5 µg/ml  C) mykofenolát mofetil 0,05 µg/ml D) rapamycin 0,05 µg/ml E) nediferencované 
mezenchymální kmenové buňky F) dexametazon µg/ml G) prednizon 0,5 µg/ml. 
G)      F)      
A) B)  C)  D)  




Pro ověření, zda MSC přežívají kokultivaci s imunosupresivními látkami o 
koncentracích 0,05 µg/ml, 0,5 µg/ml, 5 µg/ml po dobu 2 dnů, byla měřena míra apoptózy 
metodou průtoková cytometrie (viz obrázek 17). Myší MSC byly kultivovány bez stimulace a 
se stimulací IFN-γ, aby bylo možné ověřit, zda mají imunosupresivní látky vliv na fenotyp  
MSC 2. Tento fenotyp je indukovaný IFN-γ a TNF-α a významně se uplatňuje při tolerogenním 
působení MSC (Gazdic et al., 2015).  
Z výsledků je patrné, že v porovnání s negativní kontrolou (neovlivněné MSC) 
nedochází k signifikantním změnám v apoptóze MSC ovlivněných imunosupresivními látkami 
(viz obrázek 17A). Po současné stimulaci IFN-γ a kokultivaci s imunosupresivními látkami 





Obrázek 17 Míra apoptózy nestimulovaných A), stimulovaných MSC IFN γ B).  
Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre), µg/ml. 
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4.1.4 Metabolická aktivita 
Metodou WST bylo ověřeno, že po dvoudenní kultivaci s imunosupresivními látkami o 
koncentracích 0,05 µg/ml, 0,5 µg/ml a 5 µg/ml jsou MSC metabolicky aktivní (viz obrázek 18). 
Z výsledků je možné vidět, že po 2 dnech působení imunosupresivních látek se v porovnání 
s neovlivněnými MSC signifikantně snižuje metabolická aktivita jen v případě MSC 
kultivovaných s Rapa nezávisle na použité koncentraci. K mírnému snižování metabolické 
aktivity dochází i po kultivaci MSC s MMF o nejvyšší použité koncentraci 5 µg/ml. Ostatní 
imunosupresivní látky nemají na metabolickou aktivitu vliv (viz obrázek 18A). Jsou-li MSC 
navíc stimulovány IFN-γ (viz obrázek 18B), je v porovnání s  neovlivněnými MSC 
signifikantní snížení metabolické aktivity po kultivaci s Rapa a zvýšení metabolické aktivity po 
kultivaci s glukokortikoidy ve vztahu k neovlivněným MSC. Po srovnání MSC stimulovaných 
IFN-γ a zároveň ovlivněných imunosupresivními látkami s MSC ovlivněnými pouze IFN-γ je 
patrné signifikantní snížení metabolické aktivity MSC s Rapa nezávisle na koncentraci a také 




Obrázek 18 Metabolická aktivita, měřeno metodou WST . Nestimulovaná A), stimulovaná MSC IFN-γ B). Cyklosporin A (CsA), mykofenolát 







4.1.5 Polymerázová řetězová reakce 
Pro zjištění změn v expresi genů významných růstových faktorů a cytokinů na úrovni 
mRNA po ovlivnění myších MSC imunosupresivními látkami byla provedena PCR. Z výsledků 
vyplývá, že imunosupresivní látky nemají výrazný vliv na expresi růstových faktorů (HGF, 
FGF), ani na Ho. Oproti tomu exprese genů VCAM-1, iNOS, IL-6, (velice mírně Cox-2) je 
snižována glukokortikoidy (Dex, Pre) (viz obrázek 19). Exprese PD-L1, iNOS a mírně      
ICAM-1 je indukována stimulací IFN-γ (viz obrázek 19 B). Exprese cytokinů, která byla na 
úrovni mRNA imunosupresivními látkami ovlivněna, byla následně testována na úrovni 
konečného produktu metodou průtoková cytometrie, ELISA a Griessova reakce.  













Obrázek 19 Exprese významných růstových faktorů a cytokinů MSC. Srovnání nestimulovaných A) a stimulovaných MSC IFN-γ B).              
Interferon -γ (IFN-γ), cyklosporin A (C), mykofenolát mofetil (M), rapamycin (R), dexametazon (D), prednizon (P). Negativní kontrola: GAPDH. 
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4.1.6 Oxid dusnatý 
Jednou z nejdůležitějších molekul myších MSC pro navození imunologické tolerance je 
NO (Ren et al., 2009). Produkce NO je indukována IFN-γ a LPS, nestimulavaná MSC NO 
neprodukují (viz obrázek 20). Produkce NO je mírně snížena střední a nejvyšší dávkou Rapa. 
Ke statisticky významnému snížení produkce NO došlo po kokultivaci s glukokortikoidy 
(zejména Dex) ve vztahu k MSC ovlivněným pouze IFN-γ a LPS. CsA a MMF neměly na 
produkci NO vliv. 
 
 
Obrázek 20 Produkce oxidu dusnatého (NO). Interferon γ (IFN), lipopolysacharid (LPS), cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), 
rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). *P<0,001 **P<0,0001 
 
4.1.7 Průtoková cytometrie 
Metodou průtoková cytometrie byla měřena exprese potenciálních imunosupresi 
navozujících povrchových molekul ICAM-1, VCAM-1, PD-L1, Fas-L. 
Molekula ICAM-1 je exprimována nezávisle na ovlivnění MSC imunosupresivními 
látkami (viz obrázek 21A) a to i po stimulaci IFN-γ (viz obrázek 21B). Exprese ICAM-1 je 
mírně inducibilní IFN-γ (viz obrázek 21B). Oproti tomu exprese VCAM-1 je ve srovnání 
s negativní kontrolou signifikantně snížena kultivací s MMF a Rapa o nejvyšší použité 
koncentraci a glukokortikoidy o všech použitých koncentracích (viz obrázek 21C, D). Nedošlo 
k výrazným změnám exprese VCAM-1 po stimulaci IFN-γ ve srovnání s nestimulovanými 
MSC, ale nejvyšší koncentrace MMF a Rapa mají v kombinaci s IFN-γ menší vliv na expresi 






Obrázek 21 Exprese povrchové molekuly ICAM-1 A,B), VCAM-1 C,D). Nestimulované A,C), stimulované MSC interferonem γ (IFN-γ) B,D). 
Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre).  











Exprese molekuly PD-L1 není signifikantně ovlivněna imunosupresivními látkami    
(viz obrázek 22A) a to ani po stimulaci IFN-γ (viz obrázek 22B). Exprese PD-L1 je výrazně 
zvýšena po stimulaci IFN-γ ve vztahu k negativní kontrole – nestimulované MSC, opět ale není 







Obrázek 22  Exprese povrchové molekuly PD-L1. Nestimulované A), stimulované MSC interferonem γ (IFN-γ) B).  









Solubilní  cytokiny IL-6, IL-7 byly měřeny metodou ELISA, protože mohou mít vliv na 
navození tolerogenního fenotypu leukocytů a jejich efektorové funkce (Bouffi et al., 2010; 
Schmaler et al., 2015).  
Exprese IL-6 MSC kultivovanými s imunosupresivními látkami v porovnání 
s neovlivněnými MSC je signifikantně snížena glukokortikoidy (viz obrázek 23A). Poté, co 
byly MSC stimulovány IFN-γ, došlo ke snížení exprese IL-6 nejen v důsledku působení Dex, 
ale také Pre o nejvyšší koncentraci, ve srovnání s MSC kultivovanými pouze s IFN-γ                 
(viz obrázek 23B). Na rozdíl od glukokortikoidů nemají ostatní imunosupresivní látky na 







Obrázek 23 Produkce IL-6. Nestimulované MSC A), stimulované MSC interferonem (IFN-γ) B). Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), 




Produkce cytokinu IL-7 nestimulovanými MSC je zvyšována všemi imunosupresivními 
látkami, nejvýrazněji po kultivaci s glukokortikoidy a střední koncentrací Rapa (viz obrázek 
24A). MSC stimulované IFN-γ exprimují IL-7 více než neovlivněné MSC. Oproti negativní 
kontrole (neovlivněné MSC) došlo k výraznému zvýšení exprese IL-7 u stimulovaných MSC 
ovlivněných všemi typy imunosupresivních látek. Je také patrné mírné zvýšení exprese IL-7 
stimulovaných MSC v kombinaci s CsA, střední koncentrací Rapa a nejvyšší koncentrací Pre 
ve vztahu k MSC stimulovaných IFN-γ. Nízké koncentrace MMF a glukokortikoidů naopak 
snižují expresi IL-7 ve srovnání se stimulovanými MSC bez imunosupresivních látek, 







Obrázek 24 Produkce IL-7. Nestimulované MSC A), stimulované MSC interferonem (IFN-γ) B). Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), 
rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre).*P< 0,05 ** P< 0,01 **** P< 0,0001. 
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 4.2 Lidské MSC  
Pro ověření, jakým způsebem se budou v přítomnosti imunosupresivních látek chovat 
lidské MSC (hMSC) byly na modelu hMSC izolovaných z tukové tkáně (AT) a kostní dřeně 
(BM) provedeny podobné experimenty, jako tomu bylo u myších MSC.  
4.2.1 Fenotypizace MSC  
 Lidské MSC exprimují pozitivní markery CD44, CD105 a zároveň jsou negativní pro 
CD11b a CD45 (hAT MSC viz obrázek 25A, hBM MSC viz obrázek 25B). 
A)  
              
CD11b                          CD45                        CD44                      CD105   
B) 
  
  CD11b                          CD45                        CD44                      CD105   
Obrázek 25 Fenotypizace lidských MSC izolovaných z tukové tkáně A), kostní dřeně B). Negativní markery CD11b, CD45. Pozitivní markery 
CD44, CD105. Negativní kontrola je znázorněna modrou čárou, studovaný znak červenou čárou. 
4.2.2 Diferenciace MSC 
Lidské MSC vykazují schopnost adipogenní i osteogenní diferenciace (viz obrázek          
26 – 29) v porovnání s MSC, které byly kultivovány bez přítomnosti diferenciačních činidel 
(viz obrázek 26 – 29E). Pouze po kultivaci hAT MSC v přítomnosti Rapa byla osteogenní 















A)  B)       C)          D)  
    
E)      F)     G) 
             
Obrázek 26 Adipogenní diferenciace lidských mezenchymálních kmenových buněk izolovaných z tukové tkáně. Barveno Oil Red O, světelná 
mikroskopie, zvětšení 200x. A) MSC bez imunosupresivních látek B) cyclosporin A 0,5 µg/ml  C) mykofenolát mofetil 0, 5 µg/ml D) rapamycin 0,5 
µg/ml E)nediferencované mezenchymální kmenové buňky F) dexametazon 0,5 µg/ml G) prednizon 0,5 µg/ml.        
A) B)   C)   D) 
    
E) F) G) 
                           
Obrázek 27 Osteogenní diferenciace lidských mezenchymálních kmenových buněk izolovaných z tukové tkáně. Barveno Alizarin red, světelná 
mikroskopie, zvětšení 200x. A) MSC bez imunosupresivních látek B) cyclosporin A 0,5 µg/ml  C) mykofenolát mofetil 0,5 µg/ml D) rapamycin 0,5 
µg/ml E)nediferencované mezenchymální kmenové buňky F) dexametazon 0,5 µg/ml G) prednizon 0,5 µg/ml. 
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A)     B)   C)   D) 
      
E)          F)             G)  
                             
Obrázek 28 Adipogenní diferenciace lidských mezenchymálních kmenových buněk izolovaných z kostní dřeně. Barveno Oil Red O, světelná 
mikroskopie, zvětšení 200x. A) MSC bez imunosupresivních látek B) cyclosporin A 0,5 µg/ml  C) mykofenolát mofetil 0, 5 µg/mlD) rapamycin 0,5 
µg/ml E)nediferencované mezenchymální kmenové buňky F) dexametazon 0,5 µg/ml G) prednizon 0,5 µg/ml.        
A)      B)   C)   D)   
         
E) F) G) 
                             
Obrázek 29 Osteogenní diferenciace lidských mezenchymálních kmenových buněk izolovaných z kostní dřeně. Barveno Alizarin red, světelná 
mikroskopie, zvětšení 200x. A) MSC bez imunosupresivních látek B) cyclosporin A 0,5 µg/ml  C) mykofenolát mofetil 0,5 µg/ml D) rapamycin 0,5 




Pomocí průtokové cytometrie a barvení AnnexinemV bylo ověřeno, že lidské MSC 
nepodléhají po 2 dnech kultivace s imunosupresivními látkami vysoké frekvenci apoptózy 
v porovnání s neovlivněnými MSC (viz obrázek 30). hAT nevykazují statisticky významné 
změny apoptózy po ovlivnění imunosupresivními látkami (viz obrázek 30A). U hBM MSC 
dochází k signifikantnímu snížení apoptózy glukokortikoidy, významný vliv má Dex               
(viz obrázek 30B). 
 
A) 
     
 B) 
 
Obrázek 30 Apoptóza, lidské MSC izolované z A) tukové tkáně (AT), B) kostní dřeně (BM). Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), 
rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). *P<0,05
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4.2.4 Metabolická aktivita 
Nebyly pozorovány signifikantní změny v metabolické aktivitě v případě hAT MSC ve 
srovnání s negativní kontrolou (neovlivněné buňky). Došlo ale k mírného zvýšení metabolické 
aktivity po kultivaci hAT MSC s CsA a Rapa (viz obrázek 31A) a hBM MSC s CsA a MMF 
(viz obrázek 31B) oproti negativní kontrole. Glukokortikoidy neměly vliv na míru metabolické 











4.2.5 Kvantitativní polymerázová řetězová reakce 
Metodou kvantitativní PCR byla měřena exprese cytokinů TGFβ a TSG-6 na úrovni 
mRNA, které hrají významnou roli v imunosupresivním působení MSC (viz obrázek 32).  
Úroveň exprese TSG-6 a TGF-β je vyšší u hAT MSC se srovnání s hBM MSC. Exprese 
TGF-β nebyla statisticky významně ovlivněna žádnou z imunosupresivních látek u lidských 
MSC v porovnání s negativní kontrolou – neovlivněné MSC (viz obrázek 32A, B). U obou typů 
lidských MSC ale došlo k mírnému zvýšení exprese TGF-β po kultivaci s Rapa. Působením Pre 
byla exprese TGF-β v případě hAT MSC mírně zvýšena (viz obrázek 32A). Glukokortikoidy 
(zejména Pre) mírně snižují expresi TGF-β  hBM MSC (viz obrázek 32B).  
Exprese TSG-6 byla signifikantně zvýšena po kultivaci hAT i hBM MSC s CsA, MMF 
ve vztahu k negativní kontrole (viz obrázek 32C, D). CsA má významnější vliv v případě hAT 
MSC ve srovnání s hBM MSC. Dex mírně snížil u hAT MSC expresi TSG-6 (viz obrázek 32C). 
A) B) 
 
C)  D)  
 
Obrázek 32 Kvantitativní PCR. Exprese cytokinů transformující růstový faktor β (TGFβ), tumor necrosis factorem inducibilní gen 6 (TSG-6). 
Obrázky A, C, MSC izolované z tukové tkáně. Obrázky B, D MSC izolované z kostní dřeně. Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), 
rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre).  *P<0,05 **P<0,01 
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4.2.6 Průtoková cytometrie 
Metodou průtoková cytometrie byly měřeny povrchové molekuly VCAM-1, PD-L1 a 
Fas-L (viz obrázek 33, 34).  
V případě hAT nedochází k signifikantním změnám v expresi Fas-L v porovnání 
s negativní kontrolou (viz obrázek 33A). Naopak hBM vykazují statisticky významné zvýšení 
exprese Fas-L po ovlivnění glukokortikoidy, především Dex, v porovnání s negativní kontrolou 
(viz obrázek 34A).  
U obou typů lidských MSC je signifikantně snížena exprese VCAM-1 glukokortikoidy 
a k mírnému snížení exprese VCAM-1 dochází po kokultivaci MSC s Rapa. CsA a MMF však 
neměly na expresi této molekuly vliv (viz obrázek 33B, 34B). Navíc je patrné, že molekula 
VCAM-1 je exprimována více než polovinou populace neovlivněných hBM MSC, zatím co 
neovlivněné hAT MSC tuto molekulu exprimují výrazně méně. 
Exprese PD-L1 je statisticky významně zvýšená po kokultivaci hAT MSC s CsA         
(viz obrázek 33C). V případě hBM tento efekt nebyl patrný, ale byla zde tendence mírného 








       
 
 
Obrázek 33 Exprese Fas-L A) VCAM-1 B) PD-L1 C) lidkými MSC izolovanými z tukové zkáně. Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), 










Obrázek 34 Exprese Fas-L A) VCAM-1 B) PD-L1 C) lidkými MSC izolovanými z kostní dřeně. Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), 




Metodou ELISA byla u lidských MSC (stejně jako v případě myších MSC) měřena 
produkce solubilních cytokinů IL-6, IL-7. 
Produkce IL-6 byla ovlivněna pouze glukokortikoidy, u hAT i hBM došlo ke statisticky 
významnému snížení tohoto cytokinu v porovnání s negativní kontrolou (viz obrázek 35). 
Z výsledků vyplývá, že hAT MSC produkují více IL-6 než hBM MSC a jsou ovlivněny pouze 
Dex (viz obrázek 35A), zatím co produkce IL-6 hBM MSC je snížena oběma testovanými typy 
glukokortikoidů (viz obrázek 35B). 
 
  A) 




Obrázek 35 Produkce IL-6 MSC izolovanýmy z tukové tkáně A), kostní dřeně B). Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), rapamycin 





 Exprese IL-7 není výrazně ovlivněna žádnou z imunosupresivních látek u hAT ani 
hBM MSC (viz obrázek 36). Produkce IL-7 hBM MSC je mírně zvýšena (viz obrázek 36B) 







Obrázek 36 Produkce IL-7 MSC izolovanýmy z tukové tkáně A), kostní dřeně B). Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), rapamycin 





MSC mají kromě schopnosti diferenciace do buněčných typů mezodermu také 
schopnost interagovat s imunitním systémem. Převážně mají MSC protizánětlivý efekt a 
podporují navození tolerogenního fenotypu buněk imunitního systému. Díky svým vlastnostem 
jsou MSC hojně využívány v klinických studiích oboru transplantací a autoimunitních 
onemocnění. Pacientům jsou ale současně s MSC podávány imunosupresivní látky. 
Molekulární cíle imunosupresivních látek jsou exprimovány MSC, proto je možné 
předpokládat, že tyto látky ovlivňují imunosupresivní vlastnosti MSC. Hlavním cílem této 
diplomové práce bylo ověřit, zda imunosupresivní látky mají vliv na supresivní působení 
myších a lidských MSC na buňky imunitního systému. Experimenty byly provedeny nejprve 
na myších MSC izolovaných z tukové tkáně. Imunosupresivní působení MSC je výrazně 
podporováno po stimulaci IFN-γ, kdy je navozen fenotyp MSC2, který zejména se uplatňuje 
při inhibici odhojování transplantátu a autoimunitních onemocněních. Proto jsme myší MSC 
stimulovali IFN-γ. Pro ověření, zda mají imunosupresivní látky podobný vliv na lidské MSC, 
byly testovány i lidské MSC. V klinických studiích jsou nejčastěji používány MSC izolované 
z tukové tkáně a kostní dřeně, proto byly pro další experimenty zvoleny hAT MSC a hBM 
MSC. Pro studii byly použity klinicky relevantní koncentrace imunosupresivních látek.  
 
Nejprve bylo ověřeno, že myší i lidské MSC odpovídají minimálním kritériím 
definovaným podle (Dominici et al., 2006). Myší i lidské MSC byly schopné adipogenní a 
osteogenní diferenciace, a to i za přítomnosti imunosupresivních látek. Kromě snížení 
schopnosti osteogenní diferenciace hAT MSC vlivem Rapa, nedošlo u myších MSC ani hBM 
MSC ke změnám diferenciace. Inhibice osteogenní diferenciace Rapa již byla publikována, ale 
v kontextu myších BM MSC (Isomoto et al., 2007). V našem případě byly použity myší MSC 
izolované z tukové tkáně a Rapa osteogenní diferenciaci neinhiboval. Ostatní testované 
imunosupresivní látky neměly na schopnost diferenciace myších i lidských MSC vliv. 
Pro ověření, že MSC přežívají dvoudenní kultivaci v přítomnosti imunosupresivních 
látek, byla měřena apoptóza. Apoptóza myších ani lidských MSC nebyla výrazně zvýšena 
žádnou z použitých imunosupresivních látek a stimulace myších MSC pomocí IFN-γ také 
nenavodila statisticky významné rozdíly v apoptóze. Naše výsledky jsou v souladu se studií 
apoptózy MSC, kdy byly jako model využity lidské MSC izolované ze srdeční tkáně a po 2 
dnech kultivace s imunosupresivními látkami apoptóza nebyla ovlivněna inhibitorem fosfatázy 
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Cn, MMF ani Rapa (Hoogduijn et al., 2008). Podle jiných studií imunosupresivní látky mohou 
ovlivňovat přežívání MSC, např. CsA může apoptózu snižovat, což bylo studováno na modelu 
krysích BM MSC v prostředí hypoxie (Chen et al., 2008). Na rozdíl od myších MSC a hAT 
MSC jsme pozorovali signifikantní snížení apoptózy hBM MSC kultivovaných 
s glukokortikoidy ve vztahu k neovlivněným hBM MSC, kdy měl významný vliv především 
Dex. Snížení apoptózy MSC po kultivaci s Dex bylo pozorováno již dříve na modelu lidských 
MSC izolovaných z pupečníku. Buňky byly kultivovány kratší dobu v porovnání s naší studií -
12 a 24 hodin a Dex byl použit v koncentracích 40 µg/ml a vyšších (Wang et al., 2012).  
Dále bylo potřeba zjistit, zda jsou MSC metabolicky aktivní po dvoudenní kultivaci 
s imunosupresivními látkami.  Po kultivaci myších MSC s MMF, Rapa a glukokortikoidy došlo 
ke změnám metabolické aktivity. Rapa a nejvyšší koncentrace MMF signifikantně snižují 
metabolickou aktivitu myších MSC, což vyplývá z podstaty fungování daných 
imunusupresivních látek, protože MMF a Rapa jsou inhibitory buněčného cyklu (Cohn et al., 
1999; Heitman et al., 1991). Naopak glukokortikoidy Dex a Pre metabolickou aktivitu myších 
MSC významně podporují. Tento efekt je umocněn stimulací myších MSC IFN-γ. CsA ale na 
metabolickou aktivitu neměl vliv, což odpovídá studiím vlivu CsA na proliferaci krysích BM 
MSC (Byun et al., 2012).  
Lidské buňky byly k působení imunosupresivních látek méně citlivé. Metabolická 
aktivita lidských MSC nebyla imunosupresivními látkami o testovaných koncentracích 
statisticky významně ovlivněna. Došlo pouze k mírnému zvýšení metabolické aktivity hAT 
MSC vlivem CsA a Rapa a hBM MSC vlivem CsA a MMF. Vliv inhibitoru fosfatázy Cn, MMF 
a Rapa na proliferaci lidských MSC byl již studován na modelu lidských MSC izolovaných ze 
srdeční tkáně. Inhibice proliferace byla zaznamenána až po 3 dnech kultivace MSC s MMF a 
Rapa. Inhibitor Cn neměl na proliferaci MSC vliv ani po delší době působení (Hoogduijn et al., 
2008). Podle studií proliferace na modelu MSC izolovaných z pupečníku došlo po kultivaci 
s vysokou koncentrací Dex (400 µg/ml) po dobu 2 dnů k jejímu signifikantnímu zvýšení (Wang 
et al., 2012). V naší studii ale byly použity koncentrace glukokortikoidů zhruba 100x nižší, a 
proto jsme zvýšení metabolické aktivity nepozorovali. 
 
MSC působí na buňky imunitního systému řadou solubilních molekul. NO je jednou 
z nejdůležitějších molekul, které se uplatňují v imunosupresivním působení myších MSC. 
Produkce NO myšími MSC byla snížena glukokortikoidy, ostatní testované imunosupresivní 
látky neměly na produkci NO vliv. Důvodem by mohla být schopnost glukokortikoidů 
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inhibovat signalizační dráhu NF-κB (Nissen and Yamamoto, 2000), která se uplatňuje při 
regulaci exprese enzymu iNOS. 
Cytokin IL-6 je konstitutivně exprimovaný MSC v malém množství, kdy inhibuje 
diferenciaci monocytů na DC a uplatňuje se při směrování makrofágů k tolerogennímu 
fenotypu M2 (Melief et al., 2013a). IL-6 také pozitivně reguluje expresi Cox-2, a tedy PGE2 
(Bouffi et al., 2010). PGE2 pak hraje významnou roli v inhibici proliferace lymfocytů a 
navození regulačního fenotypu DC (Son et al., 2006), Treg (English et al., 2009) a makrofágů 
(Németh et al., 2009). Exprese IL-6 MSC je inducibilní. MSC1 (stimulované prozánětlivými 
cytokiny a LPS) (Gazdic et al., 2015) produkují velké množství IL-6 (Svobodova et al., 2011). 
MSC ale zároveň konstitutivně exprimují TGFβ, což v kombinaci s IL-6 vede k podpoření 
populace Th17 (Svobodova et al., 2011). IFN-γ může expresi IL-6 BM MSC mírně zvyšovat 
(Svobodova et al., 2011), což se ale v rámci našeho měření v případě myších AT MSC 
neprokázalo. Množství IL-6, které produkují nestimulované MSC nebo MSC stimulované   
IFN-γ by pravděpodobně nemělo být dostatečné pro navození fennotypu Th17. 
Z našich výsledků vyplývá, že glukokortikoidy (zejména Dex) signifikantně snižují 
expresi IL-6 myších i lidských MSC, a proto by mohly snižovat schopnost MSC indukovat 
tolerogenní fenotyp imunitních buněk. Snížení exprese IL-6 vlivem Dex je v souladu se studií, 
která byla provedena na modelu hBM MSC (Haynesworth et al., 1996). Ostatní testované 
imunosupresivní látky neměly v naší studii na expresi IL-6 vliv. Podle některých studií ale 
může být exprese IL-6 signifikantně snížená po dvoudenní kultivaci hAT MSC s Rapa (Kim et 
al., 2015b). 
Vzhledem k významné funkci IL-7 produkovaného MSC v inhibici apoptózy buněk 
imunitního systému (Normanton et al., 2014) jsme testovali změny v expresi tohoto cytokinu 
myšími a lidskými MSC. Je známo, že IL-7 napomáhá rekonstituci imunitního systému po 
transplantaci hematopoetických kmenových buněk (Broers et al., 2003). Také bylo prokázáno, 
že IL-7 produkovaný stromálními buňkami v lymfatických uzlinách stabilizuje tolerogenní 
schopnosti a podporuje proliferaci Treg prostřednictvím zvýšené exprese CD25 Treg, a tedy 
jejich schopnost kompetice o IL-2 s T buňkami podílejícími se na zánětlivé reakci a odhojování 
transplantátu (Schmaler et al., 2015). Na druhou stranu však bylo zjištěno, že IL-7 podporuje 
přežívání alloreaktivních T buněk a dochází tak k rozvoji GvHD (Chung et al., 2008). Všechny 
námi testované imunosupresivní látky zvyšovaly expresi IL-7 myších MSC, a tedy jejich 
schopnost podporovat přežívání naivních lymfocytů a paměťových buněk a efektorových 
funkcí Treg. Exprese IL-7 myšími MSC je inducibilní IFN-γ a byl zaznamenán slabý aditivní 
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efekt IFN-γ v kombinaci s CsA, střední koncentrací Rapa a nejvyšší koncentrací Pre na expresi 
IL-7. Nejnižší koncentrace Dex v kombinaci s IFN-γ snižovala expresi IL-7 myších MSC ve 
srovnání se stimulovanými MSC, které byly kultivovány bez přítomnosti imunosupresivních 
látek, což by mohlo být výhodou při léčbě GvHD. Exprese cytokinu IL-7 lidskými MSC, na 
rozdíl od myších MSC, nebyla imunosupresivními látkami významně ovlivněna. 
Z předběžných dat naší laboratoře vyplývá, že exprese IL-7 lidských MSC je také inducibilní 
IFN-γ. 
MSC navozují tolerogenní fenotyp imunitních buněk, které hrají klíčovou roli 
v odhojování transplantátu a při rozvoji autoimunitních onemocnění. MSC prostřednictvím 
cytokinu TSG-6 podporují tolerogenní fenotyp makrofágů M2 (Choi et al., 2011) a DC (Liu et 
al., 2014). Cytokin TGF-β, který je konstitutivně exprimovaný MSC významně podporuje 
vznik Treg (English et al., 2009). Proto byla u lidských MSC byla měřena exprese cytokinů 
TGF-β a TSG6. Kultivace lidských MSC s CsA a MMF signifikantně zvyšuje expresi TSG-6, 
což by mohlo podporovat schopnost MSC podporovat vznik M2 makrofágů a inhibovat 
maturaci DC (Choi et al., 2011; Liu et al., 2014). Z výsledků je patrné, že imunosupresivní látky 
nemají na expresi  TGF-β lidskými MSC signifikantní vliv, pouze Rapa mírně zvyšuje expresi   
TGF-β oběma typy lidských MSC a glukokortikoidy (zejména Pre) ji mírně zvyšují u hAT MSC 
a mírně snižují v případě hBM MSC. Lze předpokládat, že imunosupresivní látky nemají 
výrazný vliv na schopnost lidských MSC navodit regulační fenotyp T buněk (Treg) (English et 
al., 2009). Podle některých studií ale Rapa může expresi TGF-β lidských MSC signifikantně 
zvyšovat na úrovni mRNA i na úrovni proteinu, což bylo studováno na modelu hAT MSC (Kim 
et al., 2015a).   
 
MSC atrahují buňky imunitního systému do své blízkosti a interagují s nimi pomocí 
povrchových molekul, jako jsou např. ICAM-1, VCAM-1, PD-L1, Fas-L, které hrají 
významnou úlohu při jejich imunosupresivním působení (Akiyama et al., 2012; Augello et al., 
2005; Ren et al., 2010). Proto jsme testovali změny v expresi těchto molekul MSC po kultivaci 
s imunosupresivními látkami.  
Díky adhezivním molekulám, jako jsou ICAM-1, VCAM-1 MSC přímo interagují 
s lymfocyty a působení cytokinů, které MSC produkují, je pak vysoce účinné (Ren et al., 2010). 
Exprese VCAM-1 myších i lidských MSC byla ovlivněna pouze glukokortikoidy, které snižují 
expresi této molekuly. Důvodem odlišného působení glukokortikoidů na expresi VCAM-1 a 
ICAM-1 může být přítomnost vazebných míst pro transkripční faktory GATA a IRF-1 
66 
 
v promotoru VCAM-1, které jsou ovlivněny glukokortikoidy, ale v promotoru ICAM-1 se 
nevyskytují (Nizamutdinova et al., 2012; Oakley and Cidlowski, 2013). U lidských MSC byly 
vidět rozdíly v míře exprese  VCAM-1 hAT oproti hBM MSC. Zatímco v případě hBM MSC 
byla molekula VCAM-1 exprimována více než polovinou populace, exprese VCAM-1 hAT 
MSC byla minimální, což ukazují i jiné studie (Yang et al., 2013). 
Prostřednictvím povrchové molekulou PD-L1 MSC inhibují proliferaci a efektorové 
funkce lymfocytů (Augello et al., 2005). U myších MSC nedošlo k významným změnám 
exprese PD-L1 po kultivaci s imunosupresivními látkami, což se nezměnilo ani po stimulaci 
MSC IFN-γ. Nestimulované myší MSC exprimují PD-L1 minimálně, ale stimulace IFN-γ 
způsobí, že PD-L1 začne exprimovat přes 90% populace. Zvýšení exprese PD-L1 jsme 
pozorovali po dobu 7 dnů (data nejsou ukázána). V jiných studiích bylo zjištěno, že k nárůstu 
exprese PD-L1 dochází během 24 hod působení IFN-γ a minimální koncentrace IFN-γ pro 
plnou expresi PD-L1 je 5 ng/ml  (Sheng et al., 2008). V případě lidských MSC jsme pozorovali 
zhruba 10x vyšší úroveň exprese PD-L1 nestimulovaných buněk v porovnání s myšími MSC, 
což bylo ukázáno i v jiných studiích (Stagg et al., 2006). Lidské MSC konstitutivně exprimují 
velké množství IL-25, který zvyšuje expresi  PD-L1, a proto mají lidské MSC schopnost 
inhibovat efektorové polulace T lymfocytů (např. Th17) prostřednictvím PD-L1 nezávisle na 
stimulaci IFN-γ (Wang et al., 2015). Exprese PD-L1 je však stejně jako u myších MSC také u 
lidských MSC inducibilní IFN-γ (Stagg et al., 2006). Bylo zjištěno, že hBM MSC mají 
zvýšenou schopnost blokovat efektorové funkce T buněk prostřednictvím PD-L1 po stimulaci 
IFN-γ (Chinnadurai et al., 2014), což odpovídá modelu imunosupresivního působení fenotypu 
MSC2 (Gazdic et al., 2015). Po kultivaci hAT MSC (na rozdíl od hBM MSC) s CsA jsme 
pozorovali signifikantní zvýšení exprese PD-L1, ostatní imunosupresivní látky neměly na 
expresi této molekuly vliv. CsA proto zřejmě zvyšuje inhibiční působení MSC na prozánětlivé 
populace lymfocytů, jako např. Th17. 
Povrchovou molekulou Fas-L MSC navozují apoptózu efektorových lymfocytů 
(Akiyama et al., 2012). Na rozdíl od myších MSC, které exprimují molekulu Fas-L minimálně 
(data nejsou neukázána), byla exprese Fas-L lidských MSC mnohem výraznější. V případě 
hBM MSC byla exprese Fas-L signifikantně zvýšena glukokortikoidy, zejména Dex, což by 
mohlo významně podpořit apoptózu aktivovaných T buněk a vznik Treg (Akiyama et al., 2012). 




Z námi získaných dat vyplývá, že nejpříznivější kombinací imunosupresivních látek 
s lidskými MSC je CsA a MMF. Rapa na imunosupresivní vlastnosti lidských MSC nemá 
signifikantní vliv. Existuje však mnoho dalších molekul, kterými MSC ovlivňují imunitní 
systém a navozují imunosupresivní prostředí. Mezi nejvýznamnější z nich patří např. IDO 
(inducibilní IFN-γ), PGE-2 (inducibilní IFN-γ, TNF-α), které mají vliv na proliferaci převážné 
většiny populací imunitních buněk (English et al., 2007). Dále také IL-10, produkovaný 
lidskými MSC, podlející se na inhibici maturace DC (Liu et al., 2013), galektin-9 (expresi 
zvyšuje IFN-γ), který působí pro-apopticky na Th1 populaci lymfocytů a snižuje proliferaci a 
produkci protilátek B lymfocytů (Ungerer et al., 2013). 
Vliv imunosupresivních látek byl v rámci této práce testován pouze při působení po 
dobu dvou dnů. Proto bude zajímavé ověřit, jaký vliv mají imunosupresivní látky na MSC po 
dlouhodobém působení in vitro a in vivo.  
Současné působení imunosupresivních látek a MSC již bylo studováno v rámci mnoha 
studií. Na příklad na modelu transplantace ledvin krysy bylo zjištěno, že MSC v kombinaci 
s nízkou dávkou CsA podporují přežívání transplantátu, ale neprodlužují délku života jedinců 
ve srovnání s léčbou CsA samotným (Zhang et al., 2007).  
V jiných studiích byl vliv imunosupresivních látek na imunosupresivní působení hBM 
MSC testován in vitro na modelu MLR. Podle této studie je jako nejpříznivější kombinace 
imunosupresivní látky s MSC hodnocen MMF, protože byla amplifikována inhibice proliferace 
lymfocytů v MLR. Naopak Rapa a inhibitor Cn snižovaly inhibiční působení MSC (Buron et 
al., 2009). Nebylo ale testováno, které konkrétní populace lymfocytů a jaké cytokiny 
produkované MSC uplatňující se v inhibici MLR jsou imunosupresivními látkami nejvíce 
ovlivněny.  Podle jiných studií je také kladně hodnocena kombinace MSC s MMF (na rozdíl od 
MSC v kombinaci s CsA), kdy byl použit myší model MLR in vivo a allogenní transplantace 
srdce. Tento výsledek je vysvětlen tak, že CsA (na rozdíl od MMF) inhibuje expresi IFN-γ T 
lymfocyty, takže nedochází ke stimulaci MSC a podpoření jejich imunosupresivního působení 
na buňky imunitního systému (Eggenhofer et al., 2011).    
Studie vlivu hAT MSC na MLR in vitro naopak ukazuje, že MSC amplifikují 
imunosupresivní působení CsA na T lymfocyty, inhibici jejich proliferace a aktivace. Tento 
efekt je zprostředkován mezibuněčným kontaktem MSC a T buněk, kdy interakce Jagged-1 a 
Notch hraje roli v inhibici translokace NF-κB do jádra u T buněk. Inhibice translokace NF-κB 
do jádra významně snižuje schopnost T buněk exprimovat IL-2 a IFN-γ (Shi et al., 2011). 
Vzhledem k vedlejším účinkům CsA (jedním z nejčastějších je např. nefrotoxicita) by bylo 
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snížení dávek této imunosupresivní látky díky současnému podání MSC pro pacienty velice 
přínosné (de Mattos et al., 2000).  
MSC je také možné ovlivnit imunosupresivními látkami a až poté využít pro 
imunosupresi. Bylo zjištěno, že MSC mají schopnost adsorbce lipofilních imunosupresivních 
látek, jako jsou CsA a Rapa, na svůj povrch a díky migraci těchto buněk mohou být 
imunosupresivní látky doručeny do místa zánětu (Girdlestone et al., 2015). Pro adsorbci  
imunosupresivních látek stačí inkubace MSC po dobu 5 minut v médiu obsahujícím 0,05 µg/ml 
Rapa nebo 5 µg/ml CsA. Takto připravené MSC byly použity v preklinické studii akutního 
GvHD na xenogenním modelu myši, kterým byly transplantovány lidské mononukleární 
buňky. MSC s navázaným Rapa byly schopné zabránit vzniku GvHD a významně zvýšit dobu 
přežití daných jedinců ve srovnání s jedinci, kterým byl podán pouze Rapa nebo samotné MSC. 
To znamená, že Rapa nemusí indukovat změny fenotypu MSC, ale jedná se o imunosupresivní 
působení navázaného Rapa (Girdlestone et al., 2015). Toto pozorování je v souladu s jinou 
studií, podle které nemají MSC v kombinaci s Rapa signifikantně rozdílný vliv na MLR ve 
srovnání s Rapa samotným (Eggenhofer et al., 2011). Existují však studie, které ukazují, že 
inkubace hAT MSC s Rapa zvyšuje expresi IL-10, IDO a TGFβ, inhibuje klonální expanzi Th17 






 Imunosupresivní látky mají odlišný vliv na myší a lidské MSC a také na MSC izolované 
z různých tkání. Výběr kombinace imunosupresivních látek a MSC je důležitý zohlednit 
pro léčbu konkrétního onemocnění. 
 Na apotózu myších MSC ani hAT MSC nemají imunosupresivní látky vliv. Dex 
podporuje přežívání (snižuje apoptózu) hBM MSC.  
 V případě myších MSC byla snížena metabolická aktivita po kultivaci s Rapa a nejvyšší 
koncentrací MMF. Glukokortikoidy s IFN-γ metabolickou aktivitu zvyšují. Pouze CsA 
nemá na metabolickou aktivitu myších MSC vliv. U lidských MSC nedošlo 
k signifikantním změnám metabolické aktivity po kultivaci s imunosupresivními 
látkami.  
 Glukokortikoidy, MMF a Rapa významně inhibují expresi molekul uplatňujících se při 
imunosupresi myších MSC.  
 V případě lidských MSC glukokortikoidy (zejména Dex) signifikantně zvyšují expresi 
Fas-L hBM MSC a Pre mírně zvyšuje expresi TGF-β hAT MSC. Současně ale dochází 
k významnému snížení exprese VCAM-1 a IL-6 glukokortikoidy u obou typů lidských 
MSC, k mírnému snížení TSG-6 působením Dex na hAT MSC a mírnému snížení 
exprese TGF-β hBM MSC vlivem Pre. 
 CsA nemá vliv na většinu testovaných parametrů myších MSC. V případě hAT MSC 
ale CsA výrazně zvyšuje expresi PD-L1.  
 CsA i MMF podporují expresi TSG-6 lidských MSC. 
 Rapa mírně zvyšuje expresi TGF-β lidských MSC. Na ostatní studované molekuly 
lidských MSC nemá Rapa vliv. 
 Exprese IL-7 myšími MSC byla ovlivněna všemi testovanými imunosupresivními 
látkami, u lidských MSC nedošlo k signifikantním změnám.  
 CsA, MMF a Rapa by mohly být vhodnými imunosupresivními látkami pro léčbu 
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Tabulka 1 (přílohy) Přehled vlivu imunosupresivních látek na myší mezenchymální kmenové buňky (MSC). Cyklosporin A (CsA), mykofenolát 
mofetil (MMF), rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). 0 žádný vliv, + pozitivní, - negativní vliv imunosupresivní látky.       Zvýšení 
exprese.      Snížení exprese. (Změny v expresi IL-7 + / - v závislosti na konkrétní situaci: zvýšení exprese IL-7 + v případě inhibice apoptózy a 
obnovení krvetvorby po transplantaci hematopoetických kmenových buněk, - v případě GvHD a vice versa.) 
Myší MSC CsA MMF Rapa Dex Pre 
Diferenciace 0 0 0 0 0 













HGF 0 0 0 0 0 
FGF 0 0 0 0 0 
Fas 0 0 0 0 0 
TGFβ 0 0 0 0 0 
NO 0 0 0 - - 







PD-L1 0 0 0 0 0 
IL-6 0 0 0 - 
- 
(5 µg/ml) 
IL-7 0   (0,5 µg/ml)   (0,05 µg/ml) 








Tabulka 2 (přílohy) Přehled vlivu imunosupresivních látek na lidské mezenchymální kmenové buňky izolované z tukové tkáně (hAT MSC). 
Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). 0 žádný vliv, + pozitivní, - negativní 
vliv imunosupresivní látky.     Zvýšení exprese.      Snížení exprese. (mírně ~ statisticky nesignifikantně) 
hAT MSC CsA MMF Rapa Dex Pre 




Apoptóza 0 0 0 0 0 
Metabolická 
aktivita 
+ (mírně   ) 0 + (mírně   ) 0 0 
TGFβ 0 0 + (mírně   ) 0 + (mírně   ) 
TSG-6 + + 0 0 0 
Fas-L 0 0 0 0 0 
VCAM-1 0 0 0 - - 
PD-L1 + 0 0 0 0 
IL-6 0 0 0 - 0 







Tabulka 3 (přílohy) Přehled vlivu imunosupresivních látek na lidské mezenchymální kmenové buňky izolované z kostní dřeně (hBM MSC). 
Cyklosporin A (CsA), mykofenolát mofetil (MMF), rapamycin (Rapa), dexametazon (Dex), prednizon (Pre). 0 žádný vliv, + pozitivní, - negativní 
vliv imunosupresivní látky.     Zvýšení exprese.      Snížení exprese. (mírně ~ statisticky nesignifikantně) 
hBM MSC CsA MMF Rapa Dex Pre 
Diferenciace 0 0 0 0 0 
Apoptóza 0 0 0 +    0 
Metabolická 
aktivita 
+ (mírně   ) + (mírně   )  0 0 0 
TGFβ 0 0 + (mírně   ) 0 - (mírně   ) 
TSG-6 + + 0 0 0 
Fas-L 0 0 0 + + 
VCAM-1 0 0 0 - - 
PD-L1 0 0 0 0 0 
IL-6 0 0 0 - 0 

























Obrázek 1 (přílohy) Gatovací strategie MSC. Buňky A) singlety B) CD45 negativní C) populace exprimující testovaný znak, např. CD106    
(VCAM-1) D). 
